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RESUMEN

ESTRADAV.,M.N.; VELEZ A., P.E.; MONTOYAR., E.C.; BUSTILLO P., A.E. Esporulacion, germinacion
y patogenicidad de aislamientos monoespdéricos &eauveria bassianaCenicafé 50(1): 49-65. 1999.

A partir de un aislamiento multiespérico dgeauveria bassianaBb 9205, patogénico a la broca del café,
Hypothenemus hampsk obtuvieron dos fuentes multiespéricas de las cuales se evalud, en cultivos monoesporicos,

la estabilidad de la patogenicidad, la germinacién y la produccion de esporas luego de tres subcultivos sin reactivar
(SRB) y reactivados en la broca del café (RB). La primera fuente mostré diferencias (p=0,05) entre cultivos
monoesporicos y multiespéricos, con mayor mortalidad y germinacién en estos ultimos. Entre aquellos procedentes
de la segunda fuente se observaron diferencias (p=0,05) en produccién de esporas, con mayores valores en los
cultivos monoespéricos. En los subcultivos, los monoespéricos de la segunda fuente mostraron igualdad en el
segundo subcultivo SRB en la germinacion, mientras que para mortalidad sobre la broca el comportamiento fue
similar en los tres subcultivos SRB. Resulté mas variable la poblacién monoespoérica que la multiespoérica, pero en
algunos monoespdricos se obtuvo uniformidad a través de los subcultivos. No se observé en los monoesporicos una
relacién directa entre mortalidad y otros parametros pero algunos mostraron germinacion alta y/o esporulacion,
caracteristicas Utiles en la seleccion de aislamientos para el manejo integrado de la broca. Los cultivos monoespéricos
pueden ser la alternativa para la obtencion de recombinantes con propiedades deseables en programas de
mejoramiento de cepas.

Palabras claves: Cultivos monoespéricosultivos multiespdricasBeauveria bassian&lypothenemus hampei
patogenicidad,germinacion, esporulacion, subcultivos.

ABSTRACT

From a multispore isolate of the fungis bassianaBb 9205, pathogenic to the coffee berry borer (CBB)
Hypothenemus hampeiwo 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 usefsélection 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 culturesnultispore cultureBeauveria bassianddypothenemus hampeathogenicity,
germination, sporulation, subcultures.
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Elusodelos hongos entomopatégdesmu- hyphomycetos entomopatégenos puede ser re-
veria bassiang Metarhiziumanisopliaecons- cuperada mediante subcultivos en el
tituye una herramienta para el control de insechospedante, caso especifico del hoBgbas-
tos en cultivos de importancia econémica. Ersiana (12, 22). EnM. anisopliaela capacidad
Colombia, estos hongos han sido registradode causar infeccion se conserva relativamente
atacando la broca del cafélypothenemus estable a través de los subcultivos (8,20).
hampej en condiciones naturales (2, 3, 27). El
programa de Manejo Integrado de la Broca del Fengy Johnson (9) registraron variacién en
café incluye el uso d8&. bassianacomo una la virulencia de seis aislamientos del hongo
alternativa de control de este insecto plaga; siBeauveria bassianaobre Diuraphis noxia
embargo, los estudios de campo no han mostrgHomoptera: Aphididae). Estas variaciones
do altos porcentajes de mortalidad de la brocaugieren que el insecto hospedante, las caracte-
por efecto de este hongo (1), por lo cual, se haagsticas de crecimiento, esporulacién del hongo
indispensable conocer mas los aspectos rela+su origen geografico, son un indicador proba-
cionados con su eficiencia en el campo. ble de la virulencia de un aislamiento especifi-

co. Doberski (4) encontré resultados similares

Milner (15) afirma que el principal requeri- al evaluarB. bassiana M. anisopliaey P.
miento para la seleccion 6ptima de un agentéarinosus sobre larvas y adultos d8colytus
biolégico es la virulencia; sin embargo, en elscolytus
campo esta condicién esta determinada por
caracteristicas muy complejas (11, 16), que no Hooker (14), afirma que los cultivos
pueden cuantificarse totalmente en condiciomonoespéricos del honddeptoria avenaga-
nes de laboratorio. La ingenieria genética haian pero tienen un alto grado de estabilidad en
hecho posible insertar en los hongos utilizadosos subcultivos. Tedricamente, la variabilidad
en control biolégico, genes que codifiquen paraen las caracteristicas evaluadas puede deberse
la produccion de toxinas o que induzcan laa un proceso de mutacién continua y a la
produccién de enzimas que faciliten la degrasubsecuente asociacién vegetativa de diferen-
dacion de la cuticula de los insectos y por endeges tipos de nidcleos, fendmeno denominado
la penetracion (29); de esta manera ha permitiheterocariosis (26). Sin embargo, al cabo de
do obtener caracteristicas optimas de virulenvarias transferencias se obtiene la uniformidad
cia en un microorganismo para producir undebido al intercambio de ndcleos genética-
insecticida efectivo. mente parecidos durante la formacion de espo-

ras (14).

En la literatura se registran variaciones en
los hongos entomopatégenos en cuanto a las Samsinakova y Kalalova (21) evaluaron la
caracteristicas morfolégicas, culturales ypatogenicidad de aislamientos monoespoéricos
patogénicas (17, 18). Por tanto, en aislamientodel hongdB. bassianaobre larvas d€alleria
deB. bassiang M. anisopliaese ha observado mellonellay encontraron mutaciones en los
disminucién de la virulencia luego que se transaislamientos, con aumento en la virulencia con
fieren a medios artificiales (7, 22). Las condi-respecto al aislamiento original.
ciones de incubacion y los componentes del
sustrato donde se cultivan estos agentes biolé- Hall (13), evalu6 la patogenicidad de aisla-
gicos (25), al igual que su origen geografico ymientos monoespéricos y multiesporicos del
el estado fisiolégico del hospedante (4, 7, 9hongo Verticillium lecanii sobre Macrosi-
10), influyen en la respuesta. Sin embargo, Igphoniella sanbornien subcultivos realizados
pérdida de estas propiedades en losobre un medio artificial y pasados a través del
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insecto hospedante. Los resultados mostraron MATERIALES Y METODOS
caracteristicas de patogenicidad estables du-
rante los subcultivos en ambas clases de aisl&islamientos: A partir de un cultivo
mientos, tanto en medio artificial como al sermultiespérico del hongB. bassianaBb 9205,
reactivados en el hospedante. aislado originalmente d@iatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Pyralidgegegundo
De los resultados que se han generado de lggse reactivado en broca y cultivado en SDA
investigaciones realizadas con los cultivosacidificado (1ml de acido lactico al 44% por
monoesporicos (6) se deduce que éstos presecada 100ml de medi®e tomaron dos fuentes
tan caracteristicas de patogenicidadmultiespdricas (dos subcultivos multiespéricos
germinacién y produccion de esporas superioen medio SDA). De cada fuente multiespoérica
res a los cultivos multiespéricos, lo cual permi-se obtuvieron y evaluaron 15 y 10 cultivos
te su seleccién con fines de mejoramiento denonoesporicos, respectivamente y se compa-
cepas. Teniendo en cuenta las consideracionearon frente al mismo numero de cultivos
anteriores, el presente estudio tuvo como objemultiespéricos obtenidos de cada fuente. Pos-
tivo primordial evaluar la patogenicidad, teriormente, se evaluaron cultivos mono-
germinacién y produccién de esporas de cultiespéricos SRB (no reactivados en broca del
vos monoesporicos del hongd. bassianaa  café) y RB (reactivados en la broca del café), al
través de subcultivos sin reactivar en brocacabo de tres subcultivos, con el fin de observar
(SRB) y pasados a través del hospedante (RB)a estabilidad de las caracteristicas:
con el fin de observar la estabilidad de estapatogenicidad, germinacion y produccion de
caracteristicas a través del tiempo. esporas (Figura 1).

Fuentes
multiesporicas (2)

- &

C. multiespéricos

- 5 @ — » 0,1 mlsolucién de trabajo
| /

C. monoesporicos l

o~y oy

\ - Tres pases SRB
Bb 9205 — C. multlesporlcos

Tres pases RB

20. pase RB
—>
C. monoesponcos

Figura 1. Esquema del procedimiento utilizado para la evaluacion de cultivos monoespéricos y multiespéricos del hongo
Beauveria bassiana
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Obtencion de cultivos monoespéricos y mientos se cultivd en cajas de petri con SDA
multiesporicos.El procedimiento para obtener acidificado y una vez obtenido el cultivo
los cultivos monoespdricos se llevd a caboesporulado al cabo de 30 dias, se deposité en
segun la metodologia desarrollada por Estradmatraces esterilizados que contenian 50ml de
(5). Para la obtencién de los cultivosagua destilada estéril y se agité en un vortex
multiespéricos se tomaron 0,1ml de una susdurante un minuto para remover las esporas.
pension de esporas (3¥18sporas/ml) y se Partiendo de la suspension inicial obtenida se
realizé la siembra masiva en cajas de petri conealizaron las observaciones en el microscopio
SDA acidificado. La incubacion se realizd du- con objetivo de 40X, en aquellas diluciones que
rante 30 dias a una temperatde25°C y luz  facilitaron el recuento de esporas en el
constante. hemocitémetro. La unidad experimental fue un
tubo de ensayo con la suspension de esporas y
Estabilidad de los cultivos SRBy RBCon el se realizaron seis recuentos por evaluacion
fin de evaluar la estabilidad de las caracteristi{28).
cas patogenicidad, germinaciéon y produccién
de esporas en los diferentes tipos de cultivo, seorcentaje degerminacién.Se evalué a partir
utilizoé el siguiente procedimiento: A partir de de la dilucién 16 proveniente de la suspension
la suspension de esporas del aislamientmicial de esporas. Para ello se tomaron diez
monoesporico original se tomaron 0,1ml y sealicuotas de 5ul y se depositaron sobre el medio
hizo la siembra masiva en cajas de petri cor8DA acidificado; al cabo de 48 horas se tifieron
SDA. Luego se llevaron a incubacion a 25°Ccon azul de lactofenol. Se determiné entonces
durante 30 dias, en luz constante. Este mismen cinco campos microscépicos por alicuota, el
procedimiento se realizé paralos tres subcultivosimero de esporas germinadas y no germina-
SRB (Figura 1). das. Una espora se consider6 germinada cuan-
do el tubo germinativo super6 el diametro de la
Paralelamente y a partir de la suspensién despora. La unidad experimental fue la caja de
esporas del aislamiento monoespérico originalpetri con el medio SDA, en la cual se evaluo el
se tomo parte del indculo y se inocularon adulporcentaje de esporas germinadas y no germi-
tos de broca, previamente desinfestados enadas mediante observacion en el microscopio
hipoclorito de sodio al 0,5%, durante 2 minu-de luz con el objetivo de 40X (28).
tos. Posteriormente se transfiri6 una broca in-
fectada con el hongo a cajas de petri con dPatogenicidad. Para evaluar el efecto dB.
medio con SDA acidificado y se llevé a incuba-bassianasobreH. hampej se sumergieron los
cion a 25°C, durante 30 dias, en luz constantedulltos en una suspension de Txd€poras/ml
Este mismo procedimiento se realizé para loglel hongo, durante 2 minutos. Los adultos
tres subcultivos RB (Figura 1). habian sido desinfestados previamente en
hipoclorito de sodio al 0,5%. Se colocaron
Con el fin de asegurar uniformidad del individualmente en un vial de vidrio con un
material biolégico por evaluar, se preservé ladisco de papel toalla humedecido con agua
suspension deoncentracién conocida de es- destilada estéril y se realizé un seguimiento
poras del hongo mediante almacenamient@bservandose los sintomas y signos de la enfer-
en glicerol al 10%, a una temperatura denedad causada por el hongo en el estereoscopio
-25°C. durante diez dias. Como unidad experimental
se tomo el vial con la broca y se emplearon
Variables de respuesta. Produccion de espo- cuatro repeticiones por tratamiento, cada una
ras por caja de petri. Cada uno de los aisla- con diez individuos (12, 28).
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Andlisis estadisticola informacion se analizé monoespéricos y multiespéricos (P=0,05) para
estimando los promedios y los limites de condas variables porcentaje de mortalidad, produc-
fianza (P=0,05) de la produccién de esporas;ion de esporas y germinacion (Tabla 1). Los
germinacién y patogenicidad a la broca delmayores promedios de mortalidad vy
café, de los aislamientos monoespéricos ygerminacién se presentaron en los cultivos
multiespdricos. En el caso de los monoespéricosnultiespéricos, mientras que en los cultivos
a través de subcultivos, se hizo un andlisis denonoesporicos se presentaron mayores prome-
varianza de una via con aquellos aislamientodios de produccién de esporas, segun la prueba
que presentaron mortalidad sobre la broca entrée t al 5%.
0,6 y 100%. Parala comparacion de promedios
de los aislamientos monoesporicos a través de La Tabla 2 muestra el porcentaje de morta-
los subcultivos se utilizé la prueba de Tukey alidad sobre la broca de cada uno de los cultivos
5%. monoesporicos y multiespéricos, para lo cual,
el analisis de varianza s6lo mostrd diferencias
estadisticas (P=0,05%) entre los monoespaéricos,
RESULTADOS Y DISCUSION encontrandose que el 20% de éstos no presen-
taron ningun efecto de mortalidad sobre la
broca. En cuanto a las variables porcentaje de
Se presentaron diferencias entre cultivoggerminacién y produccion de esporas, el ana-
monoesporicos y multiespoéricos procedentedisis de varianza mostré diferencias estadisticas
de la primera fuente multiespérica para lagP=0,05%) tanto entre los monoespdricos como
variables evaluadas, mientras que en la segumen los cultivos multiespéricos.
da fuente se presenté un comportamiento mas
homogéneo de los cultivos en dichas variables, Teniendo en cuenta el porcentaje medio de
a excepcion de la variable produccién de espomortalidad a la broca de los monoespdricos,
ras. éstos presentaron dos grupos bien definidos:
mayores de 70% y menores del 42%, mientras
Primera fuente multiespdrica. El andlisis de que en los cultivos multiespéricos el porcentaje
varianza mostré diferencias entre los cultivosde mortalidad fue mayor del 69,5% (Tabla 2).

TABLA 1. Promedios de valores de mortalidad sobre la broca del café, germinacién y produccién de esporas de los cultivos
monoesporicos y multiespéricos de bassiana procedentes de la primera y segunda fuente multiesporica.

Porcentaje Porcentaje Produccion de
de mortalidad de germinacion 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.InfLim.sup.

Primera fuente Monoesporicos 47,9 37,63 58,13 67,9 62,11 73,69 6,1 512 7,08
Multiesporica Multiespéricos 80,3 89,58 71,02 84,6 8852 80,68 37 3,53 387

Segunda fuente  Monoespéricos 76,4 69,8 83,0 86,7 83,06 90,34 35 3,03 3,97
Multiespérica Multiesporicos 64,7 56,09 78,31 81,5 75,87 87,13 24 155 3,25
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Segunda fuente multiespéricaA diferencia mismos presenté mortalidad mayor del 90%.
de la primera fuente, el analisis de varianzaCaso contrario se presentd con los SRB, en
corroborado con la prueba de comparacion dedonde en el tercer subcultivo, el 53% de los
al 5% no mostré diferencias estadisticas entrenonoesporicos presenté mortalidad mayor del
los cultivos monoespoéricos y multiesporicos,90%, mientras que en el segundo subcultivo
en las variables porcentaje de mortalidad ysélo el 23,1% de los monoespdricos superaron
germinacién, mientras que para la variablesl 90% de la mortalidad (Tabla 4).
produccién de esporas se observaron diferen-
cias estadisticas con mayor produccién en lo&erminacion.En esta variable de respuesta
aislamientos monoespdricos (Tabla 1). hubo diferencias en los subcultivos mono-
esporicos SRB y RB, segun Tukey al 5% y se
El andlisis de varianza de los cultivos observo que en el segundo subcultivo SRB, el
monoesporicos y multiesporicos mostréd dife-53,3% de los cultivos monoespdricos presento
rencias estadisticas (P=0,05) en las variablegerminacion mayor del 90%, mientras que en el
porcentaje de mortalidad, germinacion y pro-tercer subcultivo se redujo al 46,6%. En el
ducciéon de esporas. La mayor parte de losegundo subcultivo RB, el 92% de los
cultivos monoespdéricos (n=7) presentaron mormonoespoéricos presentd germinacion mayor
talidad mayor del 87,5% y el resto (n=3), menordel 90%, mientras que en el tercer subcultivo,
al 47,5%; en los multiespéricos, el menor por-el 63% de los mismos mostré valores de
centaje de mortalidad fue del 30%; sin embargerminacién por encima del 90% (Tabla 6).
go, la mayor parte de éstos presentaron porcen-
tajes superiores al 50% (n=7) (Tabla 3). Subcultivos SRB y RB Segunda fuent®lor-
talidad de la broca. Para cada uno de los
Los cultivos monoespoéricos presentaronsubcultivos SRB procedentes de la segunda fuen-
mayor mortalidad a la broca con respecto a lote multiespdrica el andlisis no mostro diferencias
cultivos multiespdricos (Tabla 3), lo que coin- estadisticas (P=0,05), mientras que en los RB se
cide con lo registrado en la literatura (13), en epresentaron diferencias entre los monoesporicos
sentido de que es posible obtener algunos cutiel primero y los del segundo subcultivo (Tabla
tivos monoesparicos con caracteristicas dese®). Se observo que 55,5% de los monoesporicos
bles de patogenicidad y ser incluidos en progradel primer subcultivo presentaron mortalidad
mas de mejoramiento de cepas para su uso eunperior al 90%, mientras que en el segundo y
control biolégico. Sin embargo, éstos fueron ertercer subcultivo, méas del 88,8% de los mismos
general mas variables que los multiespéricospresentd mortalidad mayor del 90%.
lo que se explica por la expresién de las carac-
teristicas de cada individuo (19). Germinacion.Con respecto al porcentaje de
germinaciéon de los cultivos monoesporicos
Subcultivos SRB y RB de Primera fuente. SRB, hubo diferencias estadisticas (P=0,05)
Mortalidad de la broca: En cuanto a la respuesentre los del primero y los del tercer subcultivo,
ta de los cultivos monoespéricos SRB y RB emobservandose en este Ultimo que ninguno de los
cada uno de los subcultivos se encontraromonoespdricos presentd germinacion mayor
diferencias estadisticas (P=0,05) en ambos tidel 90%. En los monoespdricos RB se encon-
pos de subcultivos (SRB y RB). Se observé ertraron diferencias en los tres subcultivos, ob-
el segundo subcultivo RB, que el 92,3% de losservandose disminucion en la germinacion con
cultivos monoespoéricos presentd porcentajesalores menores del 90%, en el 55,5% de los
medios de mortalidad superiores al 90%, mienmonoesporicos del segundo subcultivo con res-
tras que en el tercer subcultivo, el 61% de estogecto al primero (Tabla 7).
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Produccion de esporas. Los cultivos del hongo hacia el hospedante no depende
monoesporicos a través de los tres subcultivosolamente del sustrato en el cual se cultiva este
SRB y RB, mostraron diferencias estadisticagntomopatdgeno (11), tal como sucede con
(P=0,05) y no se observo una tendencia definietros microorganismos que deben recuperar la
da en la capacidad de esporulacion de lopatogenicidad a través de pases sobre el insecto
aislamientos (Tablas 8 y 9). hospedante (8, 12, 20, 28)no de caracteris-
ticas como la especificidad del hongo hacia
Estabilidad de las caracteristicas a través de el hospedante y/o adaptabilidad fisiol6gica
los subcultivos.De acuerdo con los resultados (16).
de los subcultivos con respecto al cultivo
monoesparico original, sélo los subcultivos  Los aislamientos monoespéricos Bb 9609 y
SRB de la segunda fuente multiespérica, causd@b 9614 no mostraron crecimiento a partir del
ron mortalidades superiores al 85% durante lotercer subcultivo SRB, lo que pudo estar rela-
tres subcultivos (Tabla 5), teniendo en cuenta&ionado con la baja produccién de esporas y
que en los cultivos monoespdéricos originalesbaja germinacion observada en el segundo
los promedios fluctuaron entre 12,5 y 100%subcultivo (Tablas 6 y 8).
(Tabla 3).
Aunqgue los cultivos monoespoéricos no
Es posible que esta uniformidad obtenida anostraron una relacién directa entre las varia-
través de los subcultivos, pueda atribuirse ables patogenicidad, germinaciény esporulacién,
intercambio de ndcleos genéticamente parees importante destacar que se encontranbn
cidos durante la formacién de esporas, tativos monoespdéricos con buenas caracteris-
como lo describe Hooker (14) para aisla-ticas de patogenicidad (100%), germinacion
mientos monoespodricos del hon@eptoria  (95,7%) y esporulacion (8,5x1€sporas/caja
avenae de petri).

En cuanto a los aislamientos monoespéricos Los resultados de este estudio sugieren el
SRB que no presentaron comportamientos siuso de cultivos monoespéricos como una alter-
milares a través de los subcultivos, la literaturanativa para la seleccion de aislamientos con
registra que aun cuando los hongos presenteraracteristicas de alta virulencia a la broca del
esporas uninucleadas, no es posible aseguraafé.
una homogeneidad en el material obtenido,
debido a que pueden ocurrir fendmenos tales
como la heterocariosis y la anastomosis entre AGRADECIMIENTOS
conidias, conidias y tubos germinativos e hifas,

y por ende, no hacen posible la estabilidad de

las caracteristicas a través de los subcultivos Los autores expresan su reconocimiento a

(23, 24). los Doctores Gabriel Alvarado A., Jairo
Leguizamon C. y Luis Fernando Gil V., Inves-

En cuanto a la relativa estabilidad en latigadores de Cenicafé, por las valiosas contri-
actividad patogénica que presentaron algunobuciones realizadas a este articulo.
de los cultivos monoespéricos del hongo
bassianaal ser subcultivados tres veces, tanto Al personal auxiliar de la Disciplina de
en un medio artificial como a través del Entomologia por su valiosa y oportuna colabo-
hospedante, cabe mencionar que la agresividagcion.
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