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RESUMEN

VELEZ A, PE; GONZALEZ G., M.T,; VALDERRAMA F., AM.; ESTRADA V., M.N.; BUSTILLO P, AE,
MONTOYA R., E.C. Caracterizacién morfologica, fisiolégica y molecular de aislamientos de Beauveria
bassiana. Cenicafé 51(3): 196-206. 2000.

Se caracterizaron 17 aislamientos multiesporicos de B. bassiana segin las variables fisiol6gicas: patogenicidad ala
brocadel café, produccién de esporas, germinacion, tasa de crecimiento diario de las colonias y tamafio de esporas,
y las variables moleculares a través de la técnica RAPDS mediante el uso de primers universales. Paralas variables
fisiolégicas se realizé un andlisis multivariado de componente principal y el dendrograma, con el fin de seleccionar
grupos de aislamientos. Posteriormente un andlisis de varianzadelos grupos (P=0,05) y una pruebade Duncan al 5%.
Adicionalmente, un andlisis de varianza de | os grupos segtin la variable morfol 6gicay una prueba de Duncan al 5%.
Las variables moleculares se evaluaron mediante el coeficiente de similitud de Jaccard, para calcular la distancia
genéticay un dendrograma por el método UPGMA. Los grupos de aislamientos clasificados segin el dendrograma
se compararon a su vez en las variables fisiol6gicas y morfolégicas. En la clasificacion fisiolégica ninguna de las
variables permitio la separacién de los tres grupos de aislamientos, mientras que la variable fisiol 6gica produccién
de esporas y lamorfol 6gicatamario, definieron los dos grupos de |a clasificacién molecular. No hubo diferenciacion
evidente de grupos segun |l os criterios fisi ol 6gicos considerados; sin embargo, la clasificacién molecular defini6 dos
grupos de aislamientos segln criterios morfol gicos y fisiol 6gicos.

Palabras claves: Control biol6gico, hongos entomopat6genos, Beauveria bassiana, caracterizacion, broca del
café, Hypothenemus hampei.

ABSTRACT

Seventeen multisporic isolates of B. bassiana were characterized according to physiological traits: pathogenicity to
coffee berry borer, spore production, germination, daily growth rate of colonies, and spore size, and molecular
variables with the RAPD technique with universal primers. For physiological variables, amultivariate analysis with
principal componentsand dendrogram wascarried out with the purpose of selectingisolategroups. For morphological
variables, analysis of variance and Duncan Test were carried out. Molecular variables were evaluated by means of
the Jackard coefficient used to calculate genetic distances and a dendrogram by the UPGMA method. Groups
generated by the dendrogram were compared to the results of the physiological and morphological dataanalysis. In
the physiological classification no variable allowed distinction of the three groups of isolates. The physiological
variabl e spore production and the morphol ogical variable sporesizedefined two groupsin themolecul ar classification.
There were no differences according to the physiological criteria, but the molecular analysis indicated two groups
according to morphological and physiological criteria.

Keywords: Biological control, entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, characterization, coffee berry borer,
Hypothenemus hampei.
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La broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari), (Coleoptera: Scolytidae) esenlaac-
tualidad el insecto plaga que mayor dafio causa
a cultivodel caféporquesuataquesedirigeala
amendradonde puedereproducirse (9). Posee
lamayor importanciaecondémicaen Colombiay
enlamayoriadelospaisesproductoresdecafé.
Desde su deteccion en Colombia, en 1988, la
FederaciondeCafeteros, atravésdeCenicaféha
promovido investigacion en otras aternativas
decontrol, usando un programademanejointe-
grado. El control biol égicoconparasitoidesy en
especial, con el hongo entomopatdgenoBeauve-
riabassana(Bb) constituyeunmediopromisorio
de control, teniendo en cuentaquelosinsectos
del orden Col eopterason conocidospor susus-
ceptibilidad a ataque del hongo; asi mismo,
ofrece unadternativaal uso delos plaguicidas
guimicos que afectan lasalud humanay animal

Q).

Ceni caf é cuenta con una col eccion de hon-
gosentomopatogenosconformadapor 131 ais-
lamientos del hongo B. bassana de diversos
paisesy Ordenesinsectiles. En 1996 seinicioun
estudio de caracterizaciOon delos aislamientos,
con el fin de seleccionar cepas mejoradas para
utilizacion en campo en & mangjo integrado de
la broca. Este estudio tuvo como objetivo, la
evaluacionmorfol égica, fisiol gicay molecular
de los diferentes aislamientos de |a col eccion
para seleccionar las variables que permitieran
establecer diferenciasentreéstos, definir grupos
deaislamientosseguinlocalidad y/o hospedante
y definir laespecificidad de hospedantes.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos. Seevalub ungrupo de 17 aida
mientos deB.bassana, |oscualesserelacionan
en la Tabla 1, donde aparece e nimero de
codigo, hospedantey localidad. Losaislamien-
tosusadosenlosdiferentesexperimentosfueron
cultivados en Sabouraud Dextrosa Agar (SDA)

durante 15 diasa25°Cy posteriormenteactiva-
dosatravésde labrocadel café (17).

Tamafiodelaespora. Sedeterminéenlaminas
portaobjetos, enlascual essedepositarongotas
deunasuspensi 6ndeconcentracionconocidade
esporas (1 x 10%esp/ml) de cada uno de los
aislamientosen evaluacion, en Tween 80a 1%.
Con un micrometro adaptado al microscopio
usandoel objetivo 100x semididuntotal de100
esporaspor aislamiento.

Viabilidad. Semididatravésdel porcentajede
germinacion de las esporas en agar SDA. Se
depositaronen cadacajadePetri sietealicuotas
de cinco microlitros (1 x 10%sp/ml), para un
total de 10 repeticiones por aislamiento. Las
cajas se sometieron a incubacion durante 24
horas, a25°C y luego sellevé acabo laevalua-

ciénmicroscdpicadel asesporasgerminadas. El

porcentaje de germinacion se determind me-
diantelaevaluacién de un minimo de 100 espo-
ras germinadas y no germinadas por alicuota,
considerando como espora germinada aquella
cuyo tubo germinativo era igual o mayor a

didmetro delaespora.

Patogenicidad. Parasudeterminaci dnsedistri-
buyeron en seisgrupos60 hembrasdelabrocay
se mantuvieron individualmente en viales, a
27°Cy 55% deHR. Losinsectosseinocularon
conel hongoporinmersidnenunasuspensionde
esporas, arazon de 1 x 10esp/ml en aguadesti-
ladaestéril masTween80al 1%. Posteriormente
se confinaron en e vial de vidrio (volumen:
4ml), que conteniaunaa mendrade caféconun
contenido de humedad del 45% y un disco de
papel defiltrohumedecido, el cud finalmentese
sell6 conun tapon dealgoddn. Con observacio-
nesdiariasy durante10dias, seevaluélamorta-
lidad de la broca y la presencia de signos y
sintomas de lainfeccion causada por €l hongo

(5).

Produccién de espor as. Los aislamientos se
sembraronencajasdePetri conmedio SDA, con
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el findehacer el recuento delasesporasprodu-
cidas. A los8, 15,21y 30diasdeincubacion, con
el contenido de las cajas de Petri se hicieron
suspensiones en 5ml de unasolucién acuosade
Tween 80 al 1%y apartir de ésta, serealizaron
diluciones sucesivas en un factor de 10 y se
realizo el recuentodeesporaspor mililitroenel
hemocitometro. Seutilizarondiezrepeticiones
por aislamientoy paracadarepeticion seconsi-
der6 el promediodeseislecturas.

Crecimientodiametral. Estecrecimientose
evalud en cgjasde Petri con medio SDA, inocu-

ladasen el centro con 5ml deunasuspensionde
esporasdeconcentraciéndel x 10%sp/ml, para
un total de 10 repeticiones por aislamiento.
Posteriormentesellevaronlascajasaincubacion,

con unatemperatura de 25°C. Los registros se
llevaron a partir del quinto dia después de la
inoculaciony al cabodeéste, semididel diame-

trodecrecimiento cadadosdias, por unperiodo

de30diasparacadaaislamiento. Parael andlisis
delainformacionseconsiderélatasapromedio
de crecimiento diario de cadauno delosaisla-

mientoseval uados.

Prueba RAPD’'S. De cada uno de los aisla
mientossembradosen Agar Sabouraud Dextro-
sa se obtuvo micelio en medio liquido GYM
(medio glucosa-extracto de levadura) incuban-
doenagitaciénorbital (150rpm) a25°Cdurante
6 dias. El micelio serecuperd por filtracion a
vacio utilizando papel filtro Whatman No 1,
lavando dos veces €l micdlio filtrado con agua
ultrafiltradaestéril. Esteseliofilizoy sealmace-
noa-20°Chastalaextracciondel ADN. Paratal
propésito seutilizé unamodificaci dn del méto-
dodeextracciénconbromurodeacetil-trimetil-
bromuro de amonio (CTAB) (20). Se pesaron
entre 50 y 100mg del micelio liofilizado y se
homogeneizd adicionando nitrégeno liquido
hasta obtener micelio pulverizado. A éstesele
agregaron 5ml del buffer deextraccidn (700mM
NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10mM EDTA,;
2% (p/v) CTAB; 1% mercaptoetanol). Después
de incubar 1 hora a 60°C, se realizaron dos

268  Cenicafé, 51(3): 196-206. 2000

extracciones consecutivas con 5ml de
cloroformo:isoamilalcohol (24:1). Despuésde
centrifugar a3.500rpm (15min) serecuperd el
sobrenadante, se adicionaron 0,54V de
isopropanol y se colectd e precipitado por
centrifugacional4.000rpm(15mina4°C). Este
fuedisueltoen 500ul debuffer TE(10mM Tris-
HCI pH=8,0; 1mM EDTA pH=8,0), se adicio-
naron 5ul deARNasaA (10mg.ml™) y seincubd
por 1 horaa37°C. Después deladigestion del
ARN se adicionaron 500ul de cloroformo:
isoamilalcohol (24:1) y se recupero el
sobrenadantedespuésdecentrifugar a3.500rpm
durante15minutos. El ADN seprecipitécon2V
deetanol absol uto, secolectd por centrifugacion
a3.000rpm (2-3 min, a4°C) y se disolvié en
100l de buffer TE.

L as extracciones se ailmacenaron a—20°C
hasta su uso. Se realizaron como minimo dos
extraccionesde ADN por aislamiento quefue-
ron utilizadas independientemente en lasreac-
cionesdeamplificacion (RAPD). Paradetermi-
nar la pureza del ADN extraido se hizo por
espectrofotometriaunbarridoentreA .. .nm,
determinando la absorbanciaa A,,, nm con la
gue se halld la concentracion de ADN y se
caculdlarelacionA, /A, paradetectarlacon-
taminacionconproteinas. Laintegridaddel ADN
seanalizé por mediodeel ectroforesisengel de
agarosa a 0,8%, se colored con bromuro de
etidio (0,5ug.ml?) y se observé con luz
ultravioleta(15).

Se evaluaron 3 iniciadores universales
deatorios MR (GAG GGT GGC GGT TCT),
RY (CGG CTT GGGT) y 71 (CAG CAG CAG
CAG CAQG) (Gibco-BRL, Life Technologies).
L as reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en 25ml que contenian: 1,25 U TagADN
polimerasa(Gibco-BRL); 200mM de cadauno
de los desoxiribonucledtidos (dCTP, dATP,
dGTP,dTTP); 20mM Tris-HCI pH=8,4; 50mM
KCl; 1,75mM MgCl; 0,6mM iniciador; aproxi-
madamente 50ng de ADN y agua ultrafiltrada.
Laamplificacionserealizd enuntermociclador




MJ-ResearchPTC-200conel siguienteprogra
ma: unadesnaturalizacion inicial a94°C por 5
minutos; seguido por 40 ciclos de 1 minuto a
94°C, 1 minuto a36°C, 2 minutosa72°C; y un
ultimociclodeextensiona72°C por 5minutos.

Losproductosdelaamplificacion se anali-
zaron por medio de electroforesis en gel de
agarosa a 1,5% usando 1X del buffer Tris-
Borato-EDTA (TBE) y secorriddurante2horas
a 60V. Los geles se tifieron con bromuro de
etidioy sevisuaizaron conluz UV.

Con las fotografias de los geles de
electroforesisseverificolacapacidad derepro-
duccién de las bandas y sdlo se tomaron en
cuentabandasreproduciblesy defuerteintensi-
dad. El polimorfismo del ADN se identifico
cuando se presentaba una banda en un aida
miento, pero estabaausenteen otro. Seelabord
una matriz de datos asignando € valor de 1
cuando estuvierala banda presente y 0 cuando
estuvieraausente. Conestamatriz secalcul0 el
coeficientedesimilitud deJaccard ( S expresa-
do como: Sj= a/ atbtc. Donde Sjes la
similitud entre 2 aislamientos, iy j; a es el
nimero de bandas presentes en los dos aida
mientosi yj; besel nimerodebandaspresentes
eniy ausentesenj; y cesel nimero de bandas
presentes enj y ausenteseni. Estecoeficientede
similitud excluye bandas ausentesen dosaisla-
mientos, yaque lamutuaausenciano puede ser
atribuidaaunacausacomuiny por consiguiente
asimilitud (11). Conestecoeficientesecal cul
la distancia genética D con la siguiente ecua-
cion: Dij = 1 - Fj. Con base en la matriz de
distancia genética se elabord un dendrograma,
usando el método de agrupamiento no pondera-
do paragruposparesUPGMA (16). Loscélcu-
losdecoeficientesdesimilitud, distanciagené-
ticay dendrogramasserealizaronconel progra-
maSimilit (SASversion 6.12.).

Parael andlisisdelainformacionseidentifi-
caronlasvariablesquedeterminanlosaspectos
morfol 6gicos, fisiolégicosy moleculares. Se

procedio alaseparacion delasvariablesentres
grupos: morfoldgicas, atravésdelaevaluacion
del tamafio deesporas; fisiol 6gi cas, mediantela
evaluacion de las variables porcentaje de
patogenicidad alabrocadel café, porcentajede
germinacion, tasadecrecimientodiario, recuen-
todeesporasy variablesmol ecul ares, mediante
e empleo de la técnica RAPD’S utilizando
primersuniversales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuentael conjunto devariables
fisiol6gicasevauadasenlos17aslamientosde
B. bassana, € andlisismultivariado mostré que
el componenteprincipal No 1, conformado por
lasvariablesporcentajedegerminaciony tasade
crecimiento diario, explico el 36,77% de la
variaciontotal, mientraslasotras dosvariables
(produccion de esporas 'y patogenicidad sobre
broca) del componenteprincipal No 2, explica-
ron € 32,94% de la variacion, para un total
acumulado en los componentes principal es de
69,71%.

Se amplificaron en total 39 bandas con los
tres primers evaluados, de las cuaes el 95%
fueron bandas polimérficas. El dendrograma
obtenido conbaseen el andlisisdelasvariables
moleculares permitio la clasificacién de dos
grandesgruposdeaislamientos. El grupo 1 con-
formado por 16 aislamientosy el grupo 2 confor-
mado por unsoloaislamiento (Bb9023) (Figura
1). En € grupo 1 se destacan a su vez tres
subgrupos de seis aislamientos, siete y tres,
respectivamente.

El andlisis de las variables fisiolégicas:
patogeni cidad sobrelabrocadel café, porcenta-
jedegerminacion, producciondeesporasy tasa
de crecimiento diario, clasifico tresgrupos de
aislamientosen unaformadescriptiva, seginel
dendrograma(Tabla?2). El grupo 1 conformado
por 12 aislamientos, el grupo 2 conformado por
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A9005
A9010
A9117
A9416
A9008
A9212
A9012
A9108
A9209

_
A9101
A9305
A9204
I

A9021
A9120
A9207
A9023

Figura 1. Dendrogramadelos17 aislamientosdeB. bassiana
evaluados segun las variables moleculares (Distancias:
Jackard, 1908 - Método cluster: UPGMA).

1 aislamiento y el grupo 3, por 4 aislamientos
(Figura?2).

El grupo 2, con el mayor valor promedio de
lavariabletasade crecimiento diario, el menor
promedio de la variable porcentaje de
germinacion y el mayor valor promedio de la
variable produccién de esporas fue
estadisticamentediferentealosgruposly 3,y
estos Ultimos a su vez, fueron iguales
estadisticamente, segin Duncan a 5% (Tabla
2).

El grupo 3, con el menor promedio de la
variable porcentagje de patogenicidad sobre la
brocadel café, fueestadisticamentediferentea
losgruposly 2y, éstosasuvez fueroniguaes
estadisticamente segin Duncan al 5%, con €l
mayor val or promedio paral osai slamientosdel
grupo 1 (Tabla 2).

El andlisis molecular permitio identificar
diferenciasentreaislamientossegunladistribu-
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Figura 2. Dendrogramadelos17 aislamientosde B. bassiana
evaluados seglin variablesfisiol dgicas.

cion geogréfica; fueasi comoel aislamientoBb
9023 procedente de Filipinas se ubicd en un
grupo aparte (Grupo 2), lo que puede atribuirse
quizasal insectodel cual fueaisladoLeptocorisa
sp. (Hemiptera:Coreidae); sinembargo, otroais-
lamiento procedente deinsectosdel mismoor-
den perodiferentefamilia(Bb 9008) se agrupd
entre ai slamientos provenientes en su mayoria
del ordenColeoptera, familiaScol ytidae(Grupo
1).

L osaislamientospertenecientesal Grupo1,
seguinlaclasificacionmolecular, sondeColom-
biacon excepcidndel aislamiento Bb 9021 que
procede del Ecuador. Teniendo en cuenta que
aguellos ai slamientos que comparten un grupo
en particular poseen similitud en su origen
genético, losai slamientosdeestegrupopodrian
confirmar un mismo origen, en virtud del
hospedantedel cual fueronaislados( H. hampel)
y de su distribucion geogréfica, Ecuador y
Risaralda (Colombia). De estamaneraes posi-
blequeenel proceso dedispersiondelabrocaa
travésde Américal atina (Brasil, Ecuador, Co-
lombia, Per(1), aquellosinsectosinfectadospor
el hongo B. bassana hayan colonizado nuevas




TABLA 2. Promediosy variacién de los grupos de aislamientos clasificados seguin aspectos fisiol 6gicos eval uados.

Aislamientos Grupo Patogenicidad Produccion Germinacion Tasa diaria
a la broca de esporas (PG) (TCD)
(PPB) (E) % (cm)
% (108
X cv X cv X cv X cv
Bb 9005, Bb 9008, Bb 9012,
Bb 9021, Bb 9023, Bb 9116,
Bb 9117, Bb 9204, Bb 9207, 1 79,21a* 21.96 11b 98,19 8237a 8,01 0,21b 31,54

Bb 9209, Bb 9212, Bb 9305.

Bb 9416 2

Bb 9010, Bb 9101, Bb 9108,

Bb 9120 3 18,3b

65,00a 15.38 2la

65.36  13b

32,76 27,60b 13,21 0,37a 18,15

115,16 83,60a 9,68 0,18b 21,76

* Promedios seguidos por la misma letra en la misma columna, son iguales estadisticamente. Duncan a 5%

CV: Cosficiente de variacion.

areas geogréficas. De esta premisa se deduce
guequizéslosais amientosquesehanregistrado
atacandolabrocaen Colombia, tenganunorigen
genéticosimilar oigual aaquell osregistradosen
el Ecuador, si se considera el criterio de
coevoluciondel entomopatégeno conel insecto,
enlamedidaqueésteal canzanuevaséreas(6, 7,
13, 19). En esa medida seria légico que se
encontraran muchas caracteristicas en comun,
morfol 6gicas, fisiol 6gicasy molecularesentre
losaislamientosregistradosen labrocaen Co-
lombiay en paises de Sur y Centroameérica, tal
como se ha registrado en trabajos previos de
caracterizacién de aislamientos deB. bassanay
M. anisopliae (10, 14).

Losgruposclasificadosseguing dendrograma
de las variables moleculares fueron a su vez
comparados en las variables fisiolégicas y se
observo que la Unicavariable que mostro dife-
renciasestadisticasentreéstos(P=0,05), fuela
de produccion de esporas. Con relacion alas
demasvariablesfisiol dgicaseva uadasseginel
analisismolecular, nosepresentarondiferencias
estadisticas significativas entre los dos grupos
deaislamientos.

El andlisis de la variable tamafio, utilizada
como criterio de clasificacion morfoldgica,
mostroé tres grupos de aislamientos segun el
siguiente criterio de seleccion: Grupol: aisla-
mientoscon esporasdetamario menor de2,3um;
Grupo 2: aislamientos con tamafio de esporas
mayor oigua a2,3umy menor de2,6um; Grupo
3: aidamientoscon tamafio de esporasmayor o
iguad a2,6um (Tabla ).

El andlisisdevarianzadelosgruposclasifi-
cados segun el criterio técnico de seleccion
mencionado, mostrodiferenciasestadisticassig-
nificativasentre éstos, segin pruebade Duncan
a 5%, con el mayor valor paralosaislamientos
del grupo 3y & menor valor paralosaislamien-
tosdel grupo 1, dedondesededucequeaquellos
aislamientoscorrespondientesa Grupo 1 apor-
tarian un mayor nimero de esporas en un volu-
mendado. Sinembargo, estudiosrealizadoscon
el géneroBeauverianosugierenlautilizacionde
la caracteristica morfol égica tamafio para le
sel ecciéndeai slamientospuesto queestasujeta
avariacion segiin edad del cultivoy sustrato de
crecimiento(8).
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Los grupos clasificados segiin la variable
morfol 6gicafueron asu vez comparadosen las
variables fisiolégicas evaluadas y se observo
gue el tamafio mostré diferencias entre éstos,
con & mayor valor para los aislamientos del
grupo 2y e menor valor paralos aislamientos
del grupo 3.

L osresultadosobtenidospermitendefinir 3
grupos de aislamientos, segun la clasificacion
fisiologicay morfol 6gica. Losgruposclasifica-
dos segun lavariable morfol 6gicafueron com-
parados en las variables molecul ares eval uadas
y se observaron diferencias entre éstos, con el
mayor tamafio promedio paralos aislamientos
del grupo 1y €l menor valor parael aisdamiento
del grupo 2. El aisamiento Bb 9023, procedente
de Filipinas y aislado de Leptocorisa sp.
(Hemiptera, Coreidae) registradoen el grupo 2
delaclasificacionmolecular presentbasuvezel
menor tamafio deesporas.

En el presente estudio la clasificacion
morfol 6gica, fisiol 6gicay molecular definiola
separaciondegruposdeaislamientos. Lamayor
parte de los aislamientos comparten €l mismo
grupo fisiolégico y molecular, aexcepcién de
losaislamientosBb 9010, Bb9023,Bb 9101, Bb
9108, Bb 9120 y Bb 9416 (Tabla 1). Entre el
grupodeaislamientosquecompartencaracteris-
ticasfisiol6gicasy moleculares, se destacan 3
(Bb 9005, Bb 9117 y Bb 9204), que a su vez
compartenel mismogrupoenlacaracterizacion
morfoldgica(grupol).

El 58,8% delos aislamientos comparten el
mismogrupofisiol6gicoy moleculary hansido
registradosen el orden Coleoptera. Un 70% de
éstoshan sido aisladosdelafamiliaScolytidae,

género Hypothenemusy especie hampel (12).

Paraconcluir, cabedestacar queenlaclasi-
ficacion de los grupos de aislamientos segun
criterios fisiolégicos, ningunade las variables
consideradas permitid laseparacion delostres
gruposdeaislamientos, mientrasquelavariable
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fisioldgicaproduccion deesporasy lavariable
morfol 6gicatamario, definieronlosdosgrupos
identificadosen el dendrogramadelaclasifica
cionmolecular.

L os resultados obtenidos no muestran una
diferenciacionevidentedegruposdeai slamien-
tossegunloscriteriosfisiol 6gicosconsiderados.
Sinembargo, laclasificacionmolecular definio
unaseparacién de grupos de ai lamientos basa-
datambi énencriteriosmorfol 6gicosy fisiol 6gi-
cos. Dichaseparacionconsideralaprocedencia
geogréafica, teniendoencuentaqueel aislamien-
toBb 9023 esforaneo conrespecto alosaislia-
mientoscolombianosdel grupo 1,y enel cual se
incluyeunaislamiento procedentedel Ecuador,
cuyacercaniageogréficapermite considerarlo
dentrodel grupo delosaislamientoscolombia-
nos, teniendo en cuenta que probablemente a
travésdelafronteraconel Ecuador pudollevar-
seacabo laintroduccion delabrocadel caféa
Colombia y por ende, del hongo B. bassana
como enemigo natural, transportado a nuevas
areas, atravésdel insecto (2,13).

Si bien, laclasificacién molecular permitid
definir unaseparaci énevidentedeai slamientos,
segun la localidad, se sugiere considerar en
términosdesel eccidndeai slamientosaspectos
fisiol6gicosquedeterminanlaeficienciadees-
tosagentesdecontrol biol 6gicoenlaregulacién
depoblacionesdelabrocaen el campo. Deesta
manera, deben sel eccionarseentrelosgruposde
aidamientosclasificadosseginel dendrograma
delasvariablesmolecul ares, aguellosai lami en-
tosquepresenten enformaindividual altospor-
centajes de patogenicidad a la broca,
germinacion, producciondeesporas, tasadiaria
decrecimientoy resistenciaalaluz ultravioleta,
entre otros(7, 18).

Unavez realizadala sel eccion seguin aspec-
tosfisiol 6gicos cabriaconsiderar, entérminos
deespecificidad, lautilizacion deaislamientos
del orden Coleopteravs. lautilizaciondeaida-
mientos de otros érdenes, que comparten las




mej orescaracteristicasfisiol 6gicas, tal comolo
sugierelaliteratura (13). Asi mismo, seriaim-

portante sel eccionar aln dentro del mismo or-
den, aquellos aislamientos provenientes de H.
hampe quecompartenlasmejorescaracteristi-
casfisioldgicas(3, 7). Lavariablemorfol 6gica
tamarionodebeser consideradacomocriteriode
seleccidndeai slamientos, teniendoen cuentasu
respuesta variable en estudios de caracteriza-

cionrealizados(1,4,8), tantoenaislamientosde
la especie B. bassana como en otras especies
del género Beauveria.

Consecuentemente, comofruto delacarac-
terizacionrealizada, sesugierelautilizacionde
los aislamientos Bb 9005y Bb 9117, pertene-
cientesal grupo 1, en todas las clasificaciones
realizadasy losaislamientosBb 9021y Bb 9116
correspondientesal grupo 1 delaclasificacion
molecular y fisiol gica, teniendo en cuentaque
comparten afini dad dehospedante(Col eoptera:
Scolytidae, Hypothenemus hampel), a excep-
¢ion del aislamiento Bb 9005 (hospedante des-
conocido) y procedenciageografica(Colombia
y Ecuador), considerando unasituacionclimética
similar enestospaises.

En trabgjos futuros de caracterizacién de
aislamientos de B. bassiana debe considerarse
lautilizacion delasvariableseva uadas, tenien-
do en cuenta su atacontribucion alavariacion
total de los aislamientos; sin embargo, en la
sel eccién deun agentebiol 6gico parael control
deinsectosen cultivosdei mportanciaecondmi-
ca debe considerarse €l criterio técnico de
patogeni cidad, esporulaciény germinacion del
agente, yaque estas variables determinan final -
mentesueficienciaenel control.
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