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Resumen. El hongo entomopatógeno Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin es una buena herramienta
para el control biológico de insectos que atacan cultivos de importancia económica. Este hongo produce
una toxina ciclohexadepsipeptida que muestra actividad biológica como insecticida. El objetivo de este
estudio fue producir anticuerpos policlonales que pueden ser utilizados para cuantificación inmunológica
de la producción de beauvericina en siete (7) aislamientos de B. bassiana (Bb) provenientes de la
micoteca de Cenicafé-Colombia. Cultivos líquidos Sabouraud se inocularon con .3,0 X 105 conidios / mi
de cada aislamiento de B. bassiana y los extractos se filtraron y se evaluaron a los 7, 9 Y 11 días de
crecimiento. Los anticuerpos se obtuvieron a través de dos aplicaciones intramusculares a conejos de la
raza Nueva Zelanda. Las inyecciones contenían 2,5 mg del inmunógeno emulsificado en adjuvante
completo de Freund's para la primera y adjuvante incompleto de Freund's para la segunda aplicación,
respectivamente. Las pruebas serológicas utilizadas en este experimento fueron ELlSA y Dot - blot. Los
resultados mostraron diferencias en la producción de la toxina entre los siete aislamientos del hongo B.
bassiana. Se presentaron picos de producción de la toxina entre los 9 y 11 días de cultivo. Los niveles
detectados de beauvericina fluctuaron entre 1,16 ¡.tg / ¡.tI para el aislamiento B. bassiana 9610 y 1,57 Ilg
/ ¡.tI para el aislamiento B. bassiana 9205. Con esta metodología se podrán seleccionar aislamientos más
eficientes para producir la toxina, los cuales pueden ser incorporados en los programas de manejo
integrado de plagas.
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Summary. The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin is a good tool for
biological control of insects that attack economically important crops. This fungus produces a
ciclohexadepsipeptide toxin that exhibits biological activity as an insecticide. The objective of this
research was to produce polyclonal antibodies (Pabs) that could be used for the immunological
quantification method in order to quantify of the production of beauvericin in seven (7) strains of B.
bassiana (Bb) from the collectlon of Cenicafe-Colombia. Liquid cultures of Sabouraud "s medium
were inoculated with .3,0 x 105 conidia/ml of each isolate and these extracts were filtered and evaluated
at 7, 9 and 11 days of growth. Pabs were obtained through two intramuscular injections in New
Zealand white rabbits. The injections contained 2,5 mg of the emulsified immunogen wilh Freund's
complete adjuvant for the first lnjection and with Freund's incomplete adjuvant for the second. The
serological tests used in this experiment were ELlSA and Dot-blot. The results showed differences in
toxin production among seven isolates of the fungus B. bassiana. AII isolations showed a peak of
production between 9 and 1I days of culture. The levels of the beauvericin detected fluctuated
between 1,16 Il,g/¡LI for isolate B. bassiana 9610 and l,57 ¡.tg/¡.tl for isolate B, bassiana 9205. This
methodology will permit selection of the strains most efficient in toxin production, which could be
incorporated into integrated pest management programs.
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Introducción permitido su inclusión en diversos progra-
mas de manejo integrado de plagas que
atacan cultivos de importancia económica
en el país (Ferron 1981). La acción del
hongo sobre el insecto es facilitada prin-
cipalmente por la acción de una gran
variedad de metabolitos secundarios pro-
ducidos a lo largo del proceso de infec-
ción. El proceso patogénico del hongo se
inicia en la cutícula del insecto con la

germinación de los conidios y la produc-
ción de hifas invasoras, los cuales pene-
tran los tejidos a través de los intersticios y
partes blandas del insecto (Castellanos
1997) dando inicio de esta forma a la acti-
vidad enzimática degradativa de la cutícu-
la (Paterson el al. 1994; Delgado el al.
2001), Las hifas se ramifican, colonizan y
llegan hasta la cavidad hemocélica del in-
secto, donde se produce una masa micelial

Actualmente se utilizan en el país diferen-
tes aislamientos del hongo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuillemin en el control bio-
lógico de insectos plaga como la broca del
café Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Scolytidae) (Bustillo el al.
1998). El potencial de este microorganis-
mo en el control biológico de insectos ha
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por el crecimiento del hongo. En muchos
casos, el insecto puede ser colonizado to-
talmente por el hongo (Fig. 1). Además,
se liberan toxinas, las cuales están impli-
cadas en bloquear el desarrollo fisiológico
y causar la muerte del insecto (Paterson et
al. 1994; Castellanos 1997). Éstas deter-
minan la gravedad de la enfermedad pro-
ducida y la capacidad del hongo para
bloquear los mecanismos de respuesta in-
mune del insecto (Vey et al. 1985; Ignoffo
y Mandava 1988; Eyal et al. 1994; Abbas et
al. 1995).

Las micotoxinas son metabolitos fúngicos
secundarios que hacen parte de los meca-
nismos de infección y pueden dar lugar a
una respuesta tóxica en diferentes orga-
nismos. Ellos son producidos por una se-
rie de reacciones consecutivas, las cuales
son catalizadas por enzimas intermedia-
rias del metabolismo primario (Volcy y Par-
do 1994). Los métodos más utilizados
para la identificación y cuantificación de
analitos de interés biológico como las
micotoxinas son la Cromatografía de Ga-
ses (GC), la Cromatografía Líquida de Alta
Eficiencia (HPLC), y la Espectrometría de
masas (MS). entre otros (Uribe et al. 1997).
Estas metodologías son por lo general muy
costosas y requieren de personal altamen-
te calificado en el manejo del instrumental
(Wilson et al. 1998).

En Colombia, se han realizado pocos estu-
dios sobre la acción y la producción de las
micotoxinas como beauvericina por parte
del hongo 13. bassiana. Por esto, se hace
necesario desarrollar metodologías sensi-
bles, rápidas, con fiables, económicas y de
fácil aplicación que permitan cuantificar la
producción de esta micotoxina por los di-
ferentes aislamientos del hongo B. ba-
ssiana y relacionarlo con la patogenicidad
del hongo sobre los insectos plaga (Smith
et al. 1981; Castellanos 1997). En este

estudio se aplicó una metodología para
producir anticuerpos policlonales contra
beauvericina (BEA), para detectar y cuan-
tificar la presencia de la toxina en cultivos
líquidos del hongo B. bassiana.

Materiales y Métodos

Material 8iológico

Se utilizaron conejos de raza Nueva Zelanda
de un año de edad y con un peso aproxi-
mado de 5 kg. Los conejos se sangraron
antes de ser inoculados con el antígeno, y
el suero se utilizó como blanco para las di-
ferentes pruebas inmunológicas.

Preparación del inmunógeno

El inmunógeno empleado para la produc-
ción de anticuerpos policlonales se pre-
paró disolviendo 2,5 mg de la micotoxina
beauvericina (Sigma chemical Co. B 7510)
(Sigma 200 1). con 1,5 mi de una solución
Etanol: Agua en proporción 2: l. Posterior-
mente, esta solución se mezcló con 3 mi
de adjuvante completo de Freund's para
la primera aplicación y adjuvante incom-
pleto para la segunda. Finalmente, la so-
lución se emulsificó durante 5 mino

Inoculación de los conejos

Una vez preparada la solución del lnrnu-
nógeno se procedió a realizar la primera
inoculación por vía intramuscular inyec-
tando 0,7 mi del antígeno en tres partes
diferentes del cuerpo del conejo. Poste-
riormente, los conejos se trasladaron al
bioterio bajo condiciones normales de ali-
mentación y cuidado. La segunda inocu-
lación a los conejos se llevó a cabo a los
28 días de forma similar a la inoculación
inicial con el objeto de buscar una pro-
ducción masiva de los anticuerpos contra
la toxina.

Figura 1. Adulto de la broca del café (t1ypothenemus hampei) infectado por el hongo
Beauveria bassiana. (Bb 9205).

Obtención del antisuero

Después de 10 días de la última inocula-
ción, los conejos se introdujeron en un
cajón de madera de modo que el animal
quedara inmóvil. Se ubicaron canales san-
guíneos de buena irrigación en ambos la-
dos de los ojos y se introdujeron en ellos
cánulas de vidrio con el fin de colectar la
sangre; también se extrajo sangre realizan-
do pequeñas incisiones en las orejas del
conejo con la ayuda de un bisturí estéril. En
ambos casos, el área fue cuidadosamente
desinfectada con una solución de etanol al
70%. La sangre colectada se dejó a tempe-
ratura ambiente durante 24 h Y posterior-
mente se centrifugó a 14. 000 rpm durante
20 mino El antisuero obtenido se almacenó
en alícuotas de 50 Jl.la -80°C y se usó como
fuente de los anticuerpos policlonales con-
tra beauvericina (AntiBEA).

Reactivación de los aislamientos del
hongo Beauveria bassiana

Los aislamientos de B. dssiana Bb 9205,
Bb 9620, Bb 9601, Bb 9616 Y Bb 9618,
Bb 9610 Y Bb 9010 proven ientes de la
micoteca perteneciente al Centro Nacio-
nal de Investigaciones de Café, CENICAFE
- Colombia, se reactivaron en medio sóli-
do Sabouraud complementado con broca
macerada al 0,4%. lbdos estos aislamien-
tos se seleccionaron por sus diferentes
grados de patogenicidad sobre adultos
de la broca del café Hypothenemus ham-
pei (Tabla 1).

Obtención de los cultivos líquidos del
hongo Beauveria bassiana

A erlenmeyers de 500 mi se adicionaron
200 mi del medio de cultivo líquido
Sabouraud conteniendo 0,4% de cutícu-
la de broca. Posteriormente, el medio se
esterilizó por autoclave a 121°C y 15 li-
bras de presión durante 15 min (Kucera
1971; Jegorov et al. 1998). La inocula-
ción de los hongos en este medio se hizo
a partir de una solución madre de 1x 10"
conidios/ml preparada en 10 mi de agua
conteniendo tween 80 al 0,1% Y glicerol
al 0,25% (Vélez et al. 1997). A partir de
esta solución se realizaron diluciones
seriadas hasta obtener una dilución de
10". Tres recipientes se inocularon con
los diferentes aislamientos de B. bassiana
a una concentración de 3 x 105 conidios/
mI. Los medios de cultivo se dejaron du-
rante 11 días en agitación rotacional a
110 rpm a 27± 1° C y HR 80%.

Frocesamiento de las muestras

Los cultivos líquidos se colectaron a los
7, 9 Y 11 días de crecimiento, y se filtra-
ron al vacío utilizando papel Whatman
# l. El extracto líquido se centrifugó a
15.000 rpm durante 30 min, y la toxina
presente en el sobrenadante se concen-
tró haciendo uso de membranas con un
punto de exclusión de 3 Kda (Buchawaldt
y Jensen 1991; Jegorov el al. 1998;
Kershaw et al. 1999).
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Tabla 1. Aislamientos de B. bassiana seleccionados para la cuantificación de BEA de acuerdo con su origen, hospedante, patogenicidad
y tipo de aislamiento

Insecto-Hospedante Patogenlcidad Tipo de
Código Origen -~-~-- - ------ - - -

aislamientoOrden-familia Género-especie % Escala
- - --~ t------ --- - --~- --------~- t----~- -

Bb 9205 Colombia Lepidoptera: Pyralidae Diatraea saccharalis 94 4 Multiespórico

Bb 9010 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei 14 1 Multiespórico

Bb 9601 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei 95 4 Monoespórico

Bb 9610 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei 88 4 Monoespórico

Bb 9616 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei 9S 4 Monoespórico

Bb 9618 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei 92 4 Monoespórico

Bb 9620 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei > 90 4 Monoespórico

Escala de patogenicidad: Grupo 1: 0-25%; Grupo 2: 26-50%; Grupo 3: 51-80%; Grupo 4: 81-100%. Fuente: Vélez el al. (1998), y Estrada el
al. (1999).

Preparación de la solución patrón de
beauvericina

Se preparó una solución madre disolvien-
do 500 /1g de beauvericina comercial
(Sigma Chemical, C"Hs7N.,Og; masa mo-
lecular 784 y 97% de pureza). en 1 mi de
metanol puro. Posteriormente, se realiza-
ron diluciones para ser usadas como pa-
trones tanto en la prueba Dot-blot. como
para la obtención de la curva de calibra-
ción a usar en la metodología de ELlSA.

Detección' de la micotoxina mediante
la metodología de Dot-blot

La presencia de beauvericina en los ex-
tractos líquidos del hongo se llevó a cabo
aplicando alícuotas de 5 /11de los culti-
vos líquidos filtrados y los patrones de
beauvericina, sobre una membrana de
nitrocelulosa, la cual había sido tratada
previamente sumergiéndola en una so-
lución de metanol al 20% durante 30
min, y secada a 50°C. Seguidamente, la
membrana se dejó durante 30 min en
solución de bloqueo (solución arnortl-
guadora Tris-salino (TBS) conteniendo
gelatina al I%).

Después, la membrana se lavó con agua
destilada estéril (ADE) y se incubó con la
misma solución amortiguadora contenien-
do el primer anticuerpo (AntiBEA) a una
concentración de 10 Id/mi, durante I h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron dos lavados de 15 min cada uno
con solución amortiguadora Tris-salino
más 'lween 20 al O, 1% (TTBS), y un lavado
con TBS. Paso seguido, la membrana se
incubó nuevamente durante 1 h a tempe-
ratura ambiente con 5 JLIdel segundo an-
ticuerpo (Antirabbit conjugado a la enzima
peroxidasa) disuelto en 30 mi de la solu-
ción de bloqueo. Cumplido este tiempo,
se repitieron los mismos tres lavados como
en el paso anterior. Finalmente, la presen-
cia de la toxina sobre la membrana fue re-
velada, sumergiéndola en una solución
preparada con 30 mi TBS, a la cual se le
adicionaron 50/11 de peróxido de hidróge-

no y 30 mg de 4-c\oro-1 naftol disuelto en
10 mi de metanol.

Cuantificación de la micotoxina me-
diante la metodología ELlSA (Enzyme
- Linlced Inmunosorbent Assay)

Se aplicaron 200 JLIde cada extracto a po-
zos de un microplato ELlSA para su fija-
ción durante 24 h a 8°C (Ball 1974).
Posteriormente, el plato se lavó tres veces
con solución de TTBS (2) y con TBS (I), y
se procedió a bloquear los pozos durante
I h adicionando 200 11,1de lWeen 20. Se
repitieron los tres lavados de igual forma
como en la etapa anterior, y se continuó
con la incubación del plato por 2 h a 37°C
con 700/11 del primer anticuerpo (AntiBEA)
disueltos en 30 mi de solución de bloqueo.
De nuevo se repitieron los tres lavados con
TTBS (2) y con TBS (I) Y se incubó el plato
por 2 h a 37°C con 5/11 del segundo anti-
cuerpo (Antirabbit conjugado a la enzima
peroxidasa) disuelto en 30 mi de solución
de bloqueo.

Finalmente, se lavaron nuevamente los po-
zos y se reveló, adicionando a cada pozo
200 111de una solución de 1 mg de
Tetrametilbenzidina (TMB) disuelta en LO
mi de TBS, conteniendo 5/11 de peróxido
de H202' Finalmente, se llevó a cabo la lec-
tura de absorbancia en un lector ELlSA a
una A de 490 nm. La estimación de la con-
centración de beauvericina {pg//1.1}en cada
una de las muestras se hizo por interpo-
lación en una curva patrón con concentra-
ciones conocidas de la toxina (Datos no
mostrados).

Análisis estadístico

A los resultados obtenidos de los análisis
Dot-blot y ELlSA se les aplicó estadística
descriptiva.

Resultados y Discusión

Metodología Dot-8lot

Con el objetivo de evaluar la especifici-
dad de los anticuerpos policlonales pro-

ducidos, se procedió a aplicar, sobre
membranas de nitrocelulosa, diferentes
cantidades de una solución patrón de
beauv ricina. A partir de los 5 min de
aplicada la solución de revelado sobre
las membranas de nitrocelulosa se ob-
servaron cambios en el sitio donde se
aplicaron los patrones de la toxina. Los
puntos de color azul aparecen por la ac-
ción enzimática de la enzima peroxidasa
sobre el sustrato 4-cloro-l-naftol (Sigma
2001). No se detectaron manchas en
aquellos puntos donde se aplicaron so-
luciones blanco sin la toxina. El resulta-
do anterior indica que mediante la
metodología utilizada, fue posible la
obtención de anticuerpos policlonales
contra la micotoxina, y además corrobo-
ra la presencia y utilidad de dichos
anticuerpos AntiBEA en la detección y
cuantificación de beauvericina provenien-
te de aislamientos de 13. bassiana a tra-
vés de la prueba serológica Dot-blot (fig.
2). Manchas de características iguales
aparecieron sobre las membranas de ni-
trocelulosa cuando se probaron cultivos
líquidos de los hongos Bb 9620 Y Bb
9205 correspondientes a diferentes días
de crecimiento. Igualmente, se pudo ob-
servar mayor intensidad en los puntos
correspondientes al día 9 de crecimiento
del aislamiento Bb 9205 (Fig. 3), lo cual
indica una mayor producción de la toxi-
na a este tiempo, similar a los resultados
encontrados por Uribe el al. (1997) en el
aislamiento Bb 9401 haciendo uso de
cromatografía líquida de alta eficiencia
(HPLC).

3 75

figura 2. Prueba Dot-blot (Reacción antí-
geno-anticuerpo) con anticuerpos policlo-
nales AntiBEA. 1, 3, 5 Y 7 J.LI de solución
patrón de beauvericina pura (0,5 J.Lg I J.LI).
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Figura 3. Detección de beauvericina en cul-
tivos líquidos filtrados de B. bassiana. Línea
1. 1, 3, 5 Y 7 ¡.tIdel medio de cultivo de Bb
9620 al día 9 de crecimiento. Línea 2. 3 Y 5
¡.tIdel medio de cultivo de Bb 9205 al día 9 y
al día 11 de crecimiento, respectivamente.

Metodología ELlSA

A través de esta metodología se observó
que los valores mayores de producción de
beauvericina se presentaron en los aisla-
mientos Bb 9205; con pico de producción
de la toxina de 1,567 pg/p.l al día 9, y en el
aislamiento Bb 9010 con un pico de pro-
ducción al día 11 de 1,542 J.Lg/¡.d.Los valo-
res más bajos de producción de esta toxina
se presentaron en los aislamientos Bb 9616
al día 9 y Bb 9610 al día 7 con \,083 J.Lg/J.L1
Y 1,164 J.Lg/I'.I,respectivamente. En general
para todos los aislamientos los valores de
producción de toxina fueron muy similares
al día 7, fluctuando entre 1,333 J.Lg/plpara
Bb 9620 Y 1,1641'g/J.L1para Bb 9610, mien-
tras que la producción estimada de toxina
para los días 9 y 1 1 de crecimiento en to-
dos los aislamientos mostraron valores más
contrastantes (labia 2). Otros estudios como
los de Genthner y Middaugh (1994) Y Gupta
el al. (1995) eonflrrnan la variabilidad Que
existe en la producción de beauvericina por
diferentes aislamientos del hongo.

Aspectos como el medio de crecimiento, el
tiempo de obtención, la cantidad de
micelio producida y el metabolismo del
hongo entre otros, influyen notoriamente
en la producción de las toxinas (Rombach
1988).

La mayoría de los estudios de toxicidad
con beauvericina han sido realizados pro-
bando su actividad biológica contra insec-
tos. Sin embargo, estudios recientes
llevados a cabo in oitro, muestran alta toxi-
cidad de esta toxina hacia murine y líneas
celulares humanas (Di Paola el al. 1994;
Ojcious el ai. 1999). Así mismo, a este
ciclopéptido se le atribuyen propiedades
insecticidas y antimicrobiales (Thakur y
Smith 1997; Dev y Koul 1997; Nilanonta
et al. 2000).

Los resultados encontrados en este estu-
dio muestran una mayor producción de
beauvericina por parte del aislamiento Bb
9205m, el cual es usado actualmente para
el control biológico de la broca del café
(Bustillo el al. 1991). La curva de produc-
ción de la toxina para este aislamiento
muestra que el hongo inicia la exporta-
ción de la toxina hacia el medio líquido a
partir del día 5 de crecimiento (Datos no
mostrados). Esto sugiere que dicho
péptido juega un papel importante en la
patogenicidad de B. bassiana sobre el in-
secto, determinando al parecer la real ca-
pacidad del hongo para afectar de manera

negativa al insecto y bloquear sus meca-
nismos de respuesta hasta provocarle la
muerte (Vey el al. 1985; Ignofo y Mandava
1988; Eyal er al. 1994). En este estudio
se encontró Que existe una estrecha rela-
ción entre el contenido de la toxina en el
medio de cultivo y la patogenicidad de
cada uno de los aislamientos de B.
bassiana Que fueron analizados (Vélez et
al. 1998) (Fig. 4). Zacharuk en 1973, con
resultados similares, concluyó Que la toxi-
na causa en el hospedero degeneración
progresiva de los tejidos, cambios estruc-
turales de las membranas y deshidratación.
Así mismo, durante la patogénesis se evi-
dencian cambios en la actividad eléctrica
de los nervios causada por el incremento
del consumo de oxígeno en un intento
del insecto por restablecerse (Evlakhova y
Rakitin 1968). Zizca y Weiser (1993) pro-
baron "in oitro" el efecto de la beauvericina
sobre larvas de Culex pipiens, encontran-
do que aún con bajas concentraciones de
la toxina (0,1 mg / mi) aplicadas tópica-
mente sobre el insecto se obtiene una mor-

talidad del 44% en 48 h. De igual manera,
encontraron Que el principal síntoma de
intoxicación presentado fue la vacuoli-
zación generalizada y el efecto tóxico en
las mitocondrias, las cuales se hincharon y
tomaron aspecto de vacuolas esféricas.
Además, la cromatina de los núcleos se
concentró en forma de gránulos alarga-
dos a lo largo de la membrana nuclear,
siendo más afectado el epitelio de las mos-
cas rompiéndose la membrana basal.

Aunque B. bassiana produce también las
toxinas oosporeina, bassianolide y beauve-
rlollde. las cuales son péptidos estructu-
ralmente relacionados con beauverlcina.
su toxicidad para animales, plantas e in-
sectos es desconocida (Namatam et al.
1999; Mochizuki et al. 1993). Otros estu-
dios muestran Que beauvericina no es tóxi-
co para ciertos insectos (Champlin y Grula
1979). En este estudio fue posible detec-
tar y cuantificar beauvericina en concen-
traciones bajas, a partir de cultivos líquidos
de B. bassiana en medio .Sabouraud. ha-

Tabla 2. Cuantificación mediante ELlSA de la producción de beauvericina por diferentes
aislamientos del hongo entomopatógeno Beauveria bassiana (Bals) Vuill.

Tiempo de crecimiento (días)

Aislamiento 7 9 11

Producción promedio de la toxina (J.Lg/J.LI)

Bb 9205 1,21944 1,56667 1,31944

Bb 9618 1,32222 1,35833 1,25000

Bb 9601 1,16944 1,33611 1,36111

Bb 9620 1,33333 1,26111 1,36667

Bb 9616 1,32222 1,08333 1,26111

Bb 9610 1,16389 1,30278 1,22778

Bb 9010 1,21667 1,18889 1,54167
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Figura 4. Relación entre la patogenicidad y la producción de beauvericina al día 9 de
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ciendo uso de inmunoensayos basados en
los anticuerpos policlonales (AntiBEA) pro-
ducidos. Hasta la fecha se han desarrolla-
do numerosos métodos para detectar
micotoxinas especialmente en alimentos
(Wilson et al. 1998); en contraste con los
pocos estudios sobre metabolitos produ-
cidos por hongos entomopatógenos usa-
dos como micoinsecticidas, micoherbicidas
y/o micoparásitos (Strasser et al. 2000; Vey
et al. 2001).

La metodología utilizada en el presente
estudio permitirá rastrear el metabolito
tóxico en una amplia gama de muestras
biológicas, identificar las condiciones que
regulan la producción de la toxina, apo-
yará el estudio de las propiedades de la
toxina a nivel celular en el insecto y deter-
minará si este tipo de meta bolito tiene
acción insecticida, nematicida, antimi-
crobiana o citotóxica. De igual manera,
esta metodología se puede utilizar como
diagnóstico para profundizar en el modo
de acción del metabolito tóxico (destruc-
ción de membranas, inhibición de ATPa-
sas. mitosis o citoquinesis) sobre insectos
plaga (Strasser et al. 2000) con el fin de
establecer criterios de selección de cepas
del hongo B. bassiana que sean más efi-
cientes para el control biológico de
plagas, apoyando de esta forma la pro-
ducción de formulaciones y la incorpora-
ción del hongo en programas de manejo
integrado de plagas.

Estos resultados constituyen una ayuda
valiosa en la búsqueda de moléculas
bioactivas de interés entomológico y muy
especialmente de genes que puedan ser
utilizados en el desarrollo futuro de mate-
rial de café resistente, mediante la trans-
formación genética del cultivo.

Conclusiones

• Se logró la detección y cuantificación de
la toxina beauvericina (micotoxina de in-
terés entomológico). en cultivos líquidos
provenientes de diferentes aislamientos
de B. bessiene, mediante la aplicación de
pruebas serológicas (Dot blot y ELlSA)
basadas en la producción de anticuerpos
policlonales.

• Los aislamientos del hongo B. bassiana
que fueron evaluados produjeron, bajo
condiciones de cultivo en medio líquido,
niveles diferentes de la toxina, lo cual po-
dría reflejar diferencias genéticas impor-
tantes o diferencias en su especificidad
hacia el insecto hospedero. En virtud de lo
anterior, la concentración de la toxina po-
dría ser incorporada como un nuevo crite-
rio de selección de aislamientos del hongo
B. bassiana, en la búsqueda de formula-
ciones más eficientes para el control bio-
lógico de la broca del café.

Agradecimientos

El presente estudio se realizó gracias al
apoyo financiero del Instituto Colombia-
no para el Desarrollo de la Ciencia y la
'Tecnología "Francisco José de caldas" COL-

CIENCIAS Y la Federación Nacional de ca-
feteros a través de su Centro Nacional de
investigaciones de café CENICAFE. Los au-
tores también agradecen a la Universidad
Católica de Manizales por su colaboración
ya la Universidad de Caldas por la asisten-
cia técnica y asesoría en la producción de
los anticuerpos policlonales.

Literatura citada

ABBAS A.. K.; LlCMTMANA., M.; POBER,J. S.
1995. Inmunología Celular y Molecular.
Interamericana - Mcgraw-Mill. Madrid Es-
paña. 517 p.

BALL, E. 1974. Serological test for the iden-
tification of plant viruses. Phytopathology.
NewYork 3 I p.

BUCMAWALDTL., L.; JENSEN,J. S. 1991. HPLC
purification of destruxins produced by
Alternaría brassicae in culture and leaves
of Brassica napus. Biochemistry 30 (7):
2311-2316.

BUSTILLOP.,A. E.; CASTILLOM.,A.; VILLALBA
O., D. A.; VÉLEZA., P.E.; MORALESO., E.
199 l. Evaluaciones de campo con el hon-
go Beauveria bassiana para el control de
la broca del café Hypothenemus hampei
en Colombia. p. 679-686. En: COLLOQUE
Scientifique International sur le café, 14.
San Francisco, juillet 14-19,1991 París,
ASIC.

BUSTlLLOP.,A. E.;CÁRDENAS,M.R.;VILLALBA
O., D. A.; BENAVIDESM., P.;OROZCO M.,
J.; POSADAF., F.J. 1998. Manejo Integra-
do de la Broca del Café Hypothenemus
hampei (Ferrari) en Colombia. Centro
Nacional de Investigaciones en Café
CENICAFE.Chinchiná, Colombia. 134 p.

CASTELLANOS, D. 1997. Importancia en la
patogenicidad de la acción enzimática el
hongo Beauveria bassiana sobre la broca
del café. Revista Colombiana de Entomo-
logía 23 (1-2): 65-71.

CMAMPLlNF., R.; ORULA E. A. 1979. Nonin-
volvement of Beauvericin in the entomo-
pathogenicity of Beauveria bassiana.
Applied and Environmental Microbiology
37: 1122-1125.

DELOADO,F.; LÓPEZ,Y.; OIRADO E, M. 2001.
Actividad enzimática de hongos y su
patogenicidad sobre Hypothenemus
hampei. Manejo Integrado de Plagas.Cos-
ta Rica. Junio, N° 60 p. 43-49 .

DEV,S.; KOUL,O. 1997 Insecticides of natural
origino Amsterdam, Mardwood Academic
Publisher. 365 p.

DI PAOLA,R.; NENNA,S.; FORNELLY,F.;MORE-
TTI, A.; LOORIECO, A.; CAIAFFA, M. F.;
BOTTALlCO, A.; TURSI, A.; MACCMIA,L.
1994. Cytotoxicity of Beauvericin on
humans B-Iymphocyte cell lines. in ICACI
XV EMCI 94. Allergy and Clinical Immu-
nology News 2, p. 256.

ESTRADAV., M. N.; VÉLEZA., P.E.; MONTOYA
R., E. c.. BUSTlLLO P.,A. E. 1999. Espo-
rulación, germinación y patogenicidad de
aislamientos monoespóricos de Beauve-
ria bassiana. Cenicafé 50 (1): 49-65.

EVLAKHOVA,A.; RAKITIN, A. 1968. Insectici-
das biológicos y sus aplicaciones. Doklady
Academic Nauk. SSSR 178: 485-488.

EYAL,J.; MABUD,K. J.; FISCMBEIN,J. F.;WAL-
TER, J. F.; OSBORNE,L. S. 1994. Assess-
ment of Beauveria bassiana Eco-l strain,
which produces a red pigments for
microbiological control. Applied Bioche-
mistry and Biotechnology 44: 65-79.

FERRON, P. 1981. Pest control by the fungi
Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae. En: BUROES,M.(ed. ) Microbial
control of pest and plant diseases. 1970-
1980. London, Academic Press. p. 465-
482.

OENTHNER,F.J.; MIDDAUOM,D. P.1994. Effects
of Beauveria bassiana and its toxins on
Mysidopsis bahia (Mysidaceae). Archives
of Environmental Contamination and
Toxicology 26: 90-94.

OONZÁLEZO., M.T.; POSADAF.,F.J.; BUSTlLLO
P.,A. E. 1993. Desarrollo de un bioensayo
para evaluar la patogenicidad de Beau-
veria bassiana sobre Hypothenemus
hampei Cenicafé 44 (3): 93-102.

OUPTA,S.; MONTLOR,c.. MUANO,Y. S. 1995.
Isolation of novel beauvericin analogues
from the fungus reeuoerte bassiana.
Journal of Natural Products 58 (5): 733-
7"8.

IONOFFO, C. M.; MANDAVA, N. B. 1988.
Handbook of natural pesticides. V. 5
Microbial Insecticides. Part A. Entomo-
genous protozoa and fungí. Boca Ratón,
CRCPress. 243 p.

JEOOROV, A.; SEDMERA, P.; MAVLICEK, V.;
MATMA,V. 1998. Destruxin Ed 1 a cyclo-
peptide the fungus Metarhizium aniso-
pliae. Phytochemistry 49 (6): 1815-1817.

KERSHAW,M.J.; MOORMOUSE,E.R.;BATEMAN,
R.; REYNOLDS, S. E.; CMARNLEY,A. K.
1999. The role of destruxins in the
pathogenicity of Metarhizium anisopliae
for three species of insect. Journal of
Invertebrate Pathology 74: 2 ¡j-223.

KUCERA,M. 1971 Toxinsoftheentomophagous
fungus Beauveria bassiana. 11.Effect of
nitrogen sources on formation of the toxic
protease in submerged culture. Journal
of Invertebrate Pathology 17: 211-215.

MOCMIZUKI, K.; OMMORI, K.; TAMURA, M.;
SMIZURI, Y.; NISMIYAMA,S.; MIYOSMI,E.;
YAMAMURA,S. 1993. The structures of
bioactive cyclodepsipeptides, beauve-
riollides 1 and 11,metabolites of entomo-
pathogenic fungi Beauveria sp. Bulletin
of lhe chemical Sociely of Japan 66: 3041-
3046.

NAMATAM,E.; TOMODA,M;TABATA,N.;SI. S.Y.;
OMURA,S. 1999. Structure elucidation of
fungal Beauveriolide-III, a novel inhibitor
of lipid droplet formation in mouse
macrophages. The Journal of Antibiotics
52: 7-12.

NILANONTA,C. M.; ISAM, M.; KITTAKOOp,P.;
PALlTTAPONGARNPIM,P.;MMCMONWONO-
PAlSAN,S.; PITTAYAKHAJONWUT,D.;TANTI-
CMAROEN,M.; TMEBTARANONTM,Y. 2000.
Antimycobacterial and Antiplasmodial
Cydodepsipeptides from the Insect Patho-
genic Fungus Paecilomyces tenuipes BCC
1614. Planta Medica 66: 756-758.

OJCIOUS D., M.; ZYCMLlNSKY,L.; ZMENO,M.;
YONO, D. E. 1999. lonophore-induced
apoptosis: role of DNA fragmentation and



1.30 Revista Colombiana de Entomología Jorge W. Arboleda V. &: Cols.

calcium fluxes. Experimental Cell Re-
search 197: 43-49.

PATERSON,l.; CNARNLEY, K.; COOPER, R.;
CLARKSON, J. 1994. Partial characte-
rizations of specific induce of a cuticle
degrading protease from the insect
pathogenic fungus l'1etarhizium anisop/iae.
Microbiology (140): 3153-3159.

ROMBACNM., C. 1988. Production of Beauve-
ria bassiana (Deuteromycotina: Nyphomy-
cetes) sympoduloconidia in submerged
culture. Entomophaga 33: 315-324.

SIGMA.200 l. Catalog Sigma - Aldrich 2000 -
200 l. USA.2843 p.

SM1TH,R. J.; PEKRUL,S.; GRULA,E. A. 1981.
Requirement for sequential enzymatic
activities for penetration ofthe integument
of the corn earworn (Heliothis zea). Journal
of lnvertebrate Pathology 38: 335-344.

STRASSER,N.; ABENDSTE1N,D.; STUPPNER,N.;
BUTT,T. 2000. Monitoring the distribution
of secondary metabolites produced by the
entomopathogenous fungus Beauveria
brongniartii with particular reference to
oosporein. Mycological Research 10: 1227-
1233.

THAKUR,R.; SM1TN,J. 1997. Liquid Chroma-
tography I Thermospray I Mass Spectro-

metry Analysis of beauvericin. Journal of
Agricultural Food Chemistry 45: 1234-
1239.

UR1BE,S. S.; SALDARR1AGA,Y.; PINEDA, F.;
ARANGO,J.; VELEZ, 1. 1997. Producción
de beauvericina por Beauveria bassiana
940 I aislada sobre Lutzomya sp. (Diptera:
Psychodidae) vectores de Leishmaniosis.
Revista Colombiana de Entomología 23
(3-4): 137-143.

VÉLEZA., P.E.; POSADAF., F.J.; MARíNM., p.;
GONZÁLES,M.T.; OSORlOV,E.; BUST1LLO
P.,A. E. 1997. Técnicas para el control de
calidad de formulaciones de hongos
entomopatógenos. Chinchiná, CEN1CAFE,
(Boletín Técnico Cenicafé N° 17) p. 1-34.

VÉLEZA., P.E.; GONZÁLEZ,M. T.; RIVERA,A.;
BERNALM.,G.; BUST1LLOP.,A. E.;ESTRADA,
M. N. 1998. Caracterización de aislamien-
tos de l3eauveria bassiana y l'1etarhizium
anisopliae de la colección de hongos
entomopatógenos de CEN1CAFE.Resúme-
nes, XXV Congreso Sociedad Colombiana
de Entomología. p. 89. Cali.

VEY,A.; QUIOT, J. M.; VAGO,c.: FARGES,J.
1985. Effect inmunodepresseur de toxines
fongines: inhibition de la reaction de
encapsulement multicéllulaire par les
destruxines. Comtes Rendusde l'academie
des Séauces 300: 647-651.

VEY,A.; NOAGLAND,R.; BUTT,T. M. 200 l. Toxic
metabolites of fungal biocontrol agents,
in Fungal biocontrol Agents: Progress,
Problems &: Potential, (Bult, T. M.,Jackson,
C. &: Magan, N., eds.) CABI, Wallingford.

VOLCY,c.: PARDO,V. M. 1994. Principios de
micología. Universidad Nacional de Co-
lombia. Medellín. 141 p.

W1LSOND., M.; SYDENHAME., W; LOMBAERT,
G. A.; TRUCKSESSM., W.; ABRAMSON,D.
BRENNETG., A. 1998. Mycotoxin analytical
techniques. p. 135-182. En: Mycotoxins in
Agriculture and Food Safety (SINHA,K. K.
and BHATNAGAR,D., eds.). Marcel Dekker,
NewYork.

ZACNARUK,R. 1973. Penetrationof the cuticular
layers of elaterid larvae (Coleoptera) by
the fungus l'1etarhizium anisop/iae and
notes on bacterial invasion. Journal of
lnvertebrate Pathology 21: 101-106.

ZIZCA,J.; WElSER,J. 1993. Effectof Beauvericin
a toxic metabolite of Beauveria bassiana
on the ultrastructure of Culex pipiens
autogenicus larvae. Cytobios 75: 13-19.

Recibido:Abr.22/2003

Aceptado:oct. 29/2003


