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Resumen. En este estudio se utilizé la técnica de amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD) para
analizar la variabilidad genética de aislamientos de Beauveria bassiana (Bals. Vuillemin) procedentes de
diversos insectos, localidades y con diferentes porcentajes de patogenicidad sobre la broca del café,
Hypothenemus hampei (Ferrari). Para tal proposito se extrajo ADN de diez aislamientos de B. bassiana, uno
de Beauveria brongniartii y uno de Paecilomyces lilacinus, amplificandolos con 36 iniciadores de secuencia
al azar. Los productos de la amplificacién se visualizaron en gel de agarosa, registrandose 455 bandas
reproducibles con un tamano entre 0.36-2.0 kb. Para el analisis se calcul6 el coeficiente de similitud de
Jaccard, la distancia genética de Nei-Liy se realizé un dendrograma con el método de agrupamiento UPGMA.
En el dendrograma se observaron dos grupos principales de aislamientos, en uno de ellos se agrupa el 90%
de los aislamientos de B. bassiana y pudo distinguirse una asociacién de acuerdo con su origen geogrfico.
En contraste, no se encontré una clara agrupacion de los aislamientos con respecto a su hospedero y
patogenicidad sobre la broca. El aislamiento de B. brongniartii se agrup6 con los de B. bassiana, posible-
mente porque este aislamiento esta mas relacionado con la tiltima especie. En el segundo grupo se localizé
el aislamiento B.b 9023 que se caracterizé por tener patrones genéticos muy diferentes de los otros aisla-
mientos de B. bassiana. El aislamiento de P, lilacinus se separ6é completamente del grupo de Beauveria spp.
Se identificaron marcadores RAPD titiles en la diferenciacién intraespecifica del entomopatégeno B. bassiana.

Palabras clave: Beauveria bassiana. Hypothenemus hampei. Broca del café. PCR. Iniciadores. RAPD.
Polimorfismo del ADN.

Summary. Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD) markers were used to examine the genetic variability
among Beauveria bassiana isolates from several insect hosts, geographic origin, and different pathogenicity
percentages on the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari). For this purpose the DNA was isolated
from ten B. bassiana isolates, one from B. brongniartii and one from Paecilomyces lilacinus, the DNA was
amplified randomly with 36 decamers. Amplification products were resolved in agarose gels and 445 repro-
ducible bands ranging in size between 0.36-2.0 kb were scored. For the analysis, the similarity coeficient
from Jaccard and the genetic distance from Nei &Li were calculated and a dendrogram was constructed using
the UPGMA method. The dendrogram was divided in two principal groups, in the first group were placed 90%
of B. bassiana isolates that exhibited certain correlation with the geographic origin. In contrast, there were
no correlations between the clusters, the insect host and the coffee berry borer pathogenicity. The B. brongniartii
isolate clusted together with B. bassiana, perhaps because this isolate is more closely related to the last
species. In the second group it was found B. bassiana Bb 9023. That isolate is different from the other group
of Beuveria spp. due to different genetic patterns. The P, lilacinus isolate was completely separated from the
group of Beauveria spp. It was possible to recognize RAPD markers useful for the intraespecific differentiation
of the entomopathogenic fungi B. bassiana.

Key words: Beauveria bassiana. Hypothenemus hampei. Coffee berry borer. PCR. Primers. RAPD. Polimorphic
ADN. .

Introducciéon

La broca, Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Scolitydae), es considerada el
insecto plaga de mayor importancia del café
en Colombia y otros paises productores del
grano (Bustillo 1993). Con el fin de dismi-
nuir danos econémicos y defender el siste-
ma agroecologico se ha utilizado el control
biolégico de la plaga el cual se fundamenta
principalmente en el uso de parasitoides de

origen africano y hongos entomopatégenos.
Cenicafé desarrolla en la actualidad un pro-
grama de investigacion con hongos
entomopatogenos dirigidos al control de la
broca del café que comprende: el aislamien-
to, coleccién y caracterizacion de cepas; rea-
lizacién de pruebas de patogenicidad,
seleccion y evaluaciéon de métodos de pro-
duccién, evaluacién de los métodos de apli-
cacién, compatibilidad con plaguicidas y
seguridad para la fauna benéfica, con el fin
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de producir un bioinsecticida eficaz (Posada
1993).

En la micoteca de Entomologia de Cenicafé
existen 95 aislamientos de B. bassiana, de
los cuales 67 han sido colectados en Colom-
bia, 23 han sido obtenidos de diferentes
colecciones internacionales y 5 son de pro-
cedencia desconocida. Con relacion al ran-
go de hospederos, el hongo se ha aislado
de 32 especies de insectos, con un mayor


Paula
Texto tecleado
https://doi.org/10.25100/socolen.v26i1.9705


26 REevistA CoLOMBIANA DE ENTOMOLOGIA

Ana Milena Valderrama, Marco Aurelio Cristancho, Bernardo Chaves

nimero de aislamientos (39) procedentes de
la broca del café (Posada y Vélez 1997).

La diferenciaciéon de aislamientos por técni-
cas bioquimicas o morfoloégicas es afectada
por condiciones medioambientales, que
pueden llevar a producir resultados muy
variables (St Leger et al. 1992b). El uso de
técnicas moleculares como la amplificaciéon
aleatoria de ADN polimorfico (RAPD) permi-
te detectar polimorfismos en el ADN, los
cuales pueden ser usados como marcado-
res genéticos (Williams et al. 1990). Estos
marcadores han sido especialmente emplea-
dos en la diferenciaciéon de hongos que se
reproducen asexualmente, se obtienen de
manera rapida y no se requiere conocer una
secuencia de ADN para su deteccion
(McDonald 1997).

En estudios realizados por Rivera et al.
(1997) se observo un alto grado de homo-
geneidad entre aislamientos de B. bassiana
procedentes de Colombia y otros paises y
no se encontré una relacién entre la agru-
pacion genética, el tipo de hospedero y su
localizacion geografica. En otros estudios
moleculares de B. bassiana utilizando RAPD,
se han encontrado genotipos asociados a
hospederos especificos (Maurer et al. 1997;
Urtzy Rice 1997), sugiriéndose cierta selec-
cion natural dada por el tipo de hospedero.

Teniendo en cuenta que con la técnica RAPD
se puede estimar el polimorfismo del ADN
de varios microorganismos a nivel inter e
intraespecifico y con la diversidad de aisla-
mientos de B..bassiana existentes en la
micoteca de Entomologia, este trabajo tuvo
como objetivo principal analizar la
variabilidad genética de B. bassiana como
herramienta para la seleccién de cepas po-
tenciales para el control de la broca del café.

Materiales y Métodos

Obtencién de micelio. Se seleccionaron
10 aislamientos de B. bassiana de la colec-
cién de la disciplina de Entomologia del

Centro Nacional de Investigaciones de Café
(Cenicafé), teniendo en cuenta su diversidad
con respecto al sitio geogréfico, tipo de hos-
pedero y porcentaje de patogenicidad so-
bre la broca del café. Como organismos de
comparacién se analizé un aislamiento de
B. brongniartii y uno de Paecilomyces
lilacinus, que de igual forma a B. bassiana,
son utilizados como agentes biocontro-
ladores de insectos plaga (Tabla 1). De cada
uno de los aislamientos, sembrados en Agar
Sabouraud, se obtuvo micelio en medio li-
quido GYM (medio glucosa-extracto de le-
vadura) incubando en agitacion orbital (150
r.p.m.) a 25 °C durante 6 dias. El micelio se
recuperd por filtraciéon al vacio utilizando
papel filtro (Whatman No 1), lavando dos
veces el micelio filtrado con agua ultrafiltrada
estéril. Este se liofiliz6é y almacend a -20°C
hasta la extracciéon de ADN.

Extraccion de ADN. Se utiliz6 una modifi-
cacioén del método de extraccién de ADN con
bromuro de cetil-trimetil-bromuro de
amonio (CTAB), dado por Zolan y Pukkila
(1986). Se pesaron entre 50 y 100 mg del
micelio liofilizado y se homogenizé adicio-
nando nitrégeno liquido hasta obtener
micelio pulverizado. A éste se le agregaron
5 ml del buffer de extraccién (700 mM NacCl;
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 ex-
tracciones consecutivas con 5 ml de cloro-
formo isoamilalcohol (24:1). Después de
centrifugar a 3.500 r.p.m. (15 min) se recu-
per6 el sobrenadante, se adicionaron 0.54
V de isopropanol y se colect6 el precipitado
por centrifugacion a 14.000 r.p.m. (15 min
a 4°C). Este fue disuelto en 500 ul de buffer
TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM EDTA pH
8.0), se adicionaron 5 ul de ARNasa A (10
mg.ml?) e incub6 por 1 hora a 37°C. Des-
pués de la digestion del ARN se adicionaron
500 ul de cloroformo: isoamilalcohol (24:1)
y se recupero el sobrenadante después de
centrifugar a 3.500 r.p.m. por 15 minutos.
El ADN se precipité con 2V de etanol abso-
luto, se colecté por centrifugacién a 3.000

r.p.m. (2-3 min a 4°C) y se disolvi6é en 100
ul de buffer TE. Las extracciones se almace-
naron a —20°C hasta su uso. Se realizaron,
como minimo, dos extracciones de ADN por
aislamiento, que fueron utilizadas indepen-
dientemente en las reacciones de amplifica-
cién (RAPD). Para determinar la pureza del
ADN extraido se hizo por espectrofotometria
un barrido entre A, .,, nm determinando
la absorbancia a A, , nm con la que se hall6
la concentracién de ADN y se calculé la rela-
cion A, /A, para detectar la contaminacion
con proteinas (Sambrook et al. 1989). La
integridad del ADN se analiz6é por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, se
colore6 con bromuro de etidio (0.5 ug.ml™?)
y se observé con luz ultravioleta (Sambrook
et al. 1989).

Iniciadores y condiciones de la amplifi-
cacién. Se evaluaron 36 iniciadores
aleatorios, de 10 bases de longitud (Gibco-
BRL, Life Technologies) (Tabla 2). Las reac-
ciones de amplificacién se llevaron a cabo
en 25 ml que contenian: 1.25 U Taqg ADN
polimerasa (Gibco-BRL); 200 mM de cada
uno de los desoxiribonucleétidos (dCTP,
dATF, dGTF, dTTP); 20 mM Tris-HCI pH 8.4;
50 mM KCI; 1.75 mM MgCl,; 0.6 mM inicia-
dor; aproximadamente 50 ng de ADN y agua
ultrafiltrada. La amplificacion se realizé en
un termociclador MJ-Research PTC-200 con
el siguiente programa: una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 minutos; seguido por 40
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 36°C,
2 minutos a 72°C; y un ultimo ciclo de ex-
tensioén a 72°C por 5 minutos. Se hizo un
control negativo para las reacciones de am-
plificacién, que contenia todos los compo-
nentes, excepto el ADN que fue sustituido
por agua. Todas las reacciones de amplifi-
cacion se realizaron minimo dos veces utili-
zando como plantilla el ADN obtenido en dos
extracciones independientes, con el objeti-
vo de ver la reproducibilidad en los patro-
nes de bandeo electroforético.

Electroforesis. Los productos de la ampli-
ficacion se analizaron por medio de

Tabla 1. Hospederos, origen geogréfico y patogenicidad sobre la broca del café de aislamientos de B. bassiana, B. brongniartti y F. lilacinus

Aislamiento

Orden: Familia

B. bassiana 9018
B. bassiana 9021
B. bassiana 9023
B. bassiana 9027
B. bassiana 9101
B. bassiana 9112
B. bassiana 9205
B.bassiana 9218
B.bassiana 9315
B. bassiana 9506
B. brongniartii 9301
P. lilacinus 9601

Lepidoptera : Cossidae
Coleoptera : Scolytidae
Hemiptera : Coreidae
Homoptera : Delphacidae
Coleoptera : Scolytidae
Lepidoptera : Geometridae
Lepidoptera : Pylalidae
Coleoptera : Curculionidae
Orthoptera : Blattidae
Coleoptera : Scolytidae
Lepidoptera : Tortricidae

Hospedero Origen geografico | % Patogenicidad'
Especie

Cossus cossus Italia 81,62
H. hampci Ecuador 91,62
Leptocorisa sp. Filipinas 61,65
Nilaparvata lugens China 89,95
H. hampei Narino - Colombia 31,65
Cargolia arana Caldas-Colombia 100

Diatraea saccharalis Valle - Colombia 93,30
Cosmopolites sordidus Florida - USA 81,62
Periplaneta sp. Risaralda - Colombia 44 95
H. hampei Guatemala 91,25
Antaeotricha sp. Colombia N.D2
H. hampei Colombia N.D.

Coleoptera : Scolytidae

1 % Patogenicidad = Porcentaje de patogenicidad sobre Hypothenemus hampei (Gonzélez, M.T. 1995. Informe Anual de Labores de Cenicafé. Chinchind)
2 N.D. = No determinado
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Tabla 2. Secuencias de los iniciadores (5 — 3’) utilizados en este estudio

Iniciador Secuencia Iniciador Secuencia

6 CCC AAG GTC C 37 AGT CAG CCA C
7 GTG ACA TGC C 38 GGA GGG TGG T
8 AAG ACC.CCT C 39 AGG GAA CGA G
9 TCACCACGG T 40 TGA GTG GGT G
10 GGT GAC TAGT G 41 AGA TGC AGC C
i ¢ CGC CTAGGTA 42 ACQG GAT CCT G
14 CGG CTTGGAG T 44 QTG ATC GCA G
18 GGG ATA TCG G 45 TTC CGA ACC C
21 GGA AGC TTG G 47 ACT TCG CCAC
23 TCG GAC QTG A 48 QGAG AGC CAAC
24 GCT TCG ATA C 49 CCCCGG TAAC
25 TCA CGA TGC A 50 GGT GAC GCA G
30 CTT CAC CCG A 51 GGC ACT GAG G
31 GAG TCT CAG G 53 GAA CCT GCG G
32 GQGT GCG GGA A B5 CTC TCC GCC A
33 CCA GATGCA C 57 GAG CGAGGC T
34 TGC GGC TGA G 58 CCE.@CC.TTC.C
36 TGC CGA GCT G 59 TTC'CCCGTE G

electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
usando 1X del buffer Tris-Borato-EDTA (TBE)
y fue corrida durante 2 horas a 60V. Los geles
fueron tenidos con bromuro de etidio y
visualizados con luz UV.

Analisis de datos. Con las fotografias de
los geles de electroforesis se verifico la
reproducibilidad de las bandas y sélo se to-
maron en cuenta bandas reproducibles y de
intensidad fuerte. El polimorfismo del ADN
fue identificado cuando estuviera una ban-
da presente en un aislamiento pero ausente
en otro. Se elabor6 una matriz de datos asig-
nando el valor de 1 cuando estuviera la ban-
da presente y O cuando estuviera ausente.
Con esta matriz se calcul6 el coeficiente de
similitud de Jaccard (S) expresado como: Sij
= a/a+b+c. Donde Sijes la similitud entre
2 aislamientos, iy j; a es el nimero de ban-
das presentes en los dos aislamientos i y j;
b es el numero de bandas presentes eniy
ausentes en j; y ¢ es el nimero de bandas
presentes en j y ausentes en i. Este coefi-
ciente de similitud excluye bandas ausentes
en dos aislamientos, ya que la mutua au-
sencia no puede ser atribuida a una causa
comun y por consiguiente a similitud. Con
este coeficiente se calculd la distancia
genética D con la siguiente ecuacién: Dij =
1 - Sij (Neiy Li 1979). Con base en la matriz
de distancia genética se elaboré un
dendrograma, usando el método de agru-
pamiento no ponderado para grupos pares
UPGMA (Sneath y Sokal 1973). Los calculos
de coeficientes de similitud, distancia
genética y dendrogramas fueron realizados
con el programa Similit (SAS versién 6.12.)

Resultados y Discusion

Extracciéon de ADN. Se obtuvieron en
promedio 866 ug de ADN.gr ~! de micelio
liofilizado de B. bassiana; el grado de pure-

za fue 6ptimo ya que larelacion A, /A, fue
en promedio para todas las extracciones rea-
lizadas 2.05 (DE = V 0.56), valor caracteris-
tico de acidos nucleicos puros (Sambroock
et al. 1989). En la electroforesis del ADN to-
tal se verificoé la integridad del ADN como
una banda de alto peso molecular (23
kilobases) con baja degradacién. El analisis
del ADN extraido permitié determinar la pu-
reza de las extracciones realizadas e identi-
ficar muestras que requerian otra extraccion.

Amplificacién. En las reacciones de ampli-
ficacién para Beauveria spp. con los 36 ini-
ciadores evaluados se amplificaron 445

‘bandas con un peso molecular entre 369 y

2091 pares de bases, de las cuales 289 fue-
ron polimorficas. Los polimorfismos obser-
vados con el andlisis de RAPD pueden ser
causados por varios eventos tales como la
sustitucion de pares de bases, inversion o
delecion en los sitios de apareamiento del
iniciador. El porcentaje de sitios polimorficos
(65%) refleja de manera general la diversi-
dad genotipica de los aislamientos analiza-
dos de Beauveria spp., destacandose el
aislamiento B.b 9023 con patrones de ban-
deo electroforético muy diferentes al resto
del grupo de Beauveria spp. (Figs 1-2. Ca-
rril 3). Este aislamiento fue una donacion
del Instituto Micolégico Internacional (IMI)
clasificado como B. bassiana y se compro-
b6 microscépicamente que no estuviera con-
taminado con otro microorganismo.
Adicionalmente se hicieron tres extracciones
de ADN por separado, que sirvieron como
ADN plantilla para las reacciones de amplifi-
cacion. Independientemente de la reaccion
se observaron patrones reproducibles que
se caracterizaron por ser notoriamente di-
ferentes en comparacion con los otros ais-
lamientos de Beauveria spp.

Con algunos iniciadores se puede observar
en general un patrén de bandeo electro-
forético muy similar entre los aislamientos
de Beauveria spp. distinguiéndose algunas
bandas polimoérficas (Fig.1 Carril 2y 9), con
los iniciadores 55, 58 48, 42y 40 se obser-
v6 un patrén de bandeo muy similar. En con-
traste con los iniciadores 14, 23, 36, 50 y
57 se evidencian de mejor manera bandas
polimorficas (Fig. 2). Se obtuvo reprodu-
cibilidad en las bandas mas intensas, la
mayoria de las bandas débiles no fueron
reproducibles y otras se observaron sélo una
vez al comparar el duplicado de la reaccion
de amplificacion.

En la figura 3 se presenta el dendrograma
generado de la matriz de distancias con
los 36 iniciadores evaluados, donde se
agrupan los aislamientos de acuerdo con
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Figura 1. Electroforesis de la amplificacién obtenida con el iniciador 55. Carril M. Marcador
de peso molecular “low DNA mass ladder”; 1. B.b 9018; 2. B.b 9021; 3. B.b 9023; 4. B.b
9027; 5. B.b 9101; 6. B.b 9112; 7. B.b 9205; 8. B.b 9218; 9. B.b 9315; 10. B.b 9506; 11. B.br
9301; 12. P1 9601; M. Marcador de peso molecular; C. Control negativo. (B.b = B. bassiana;
B.br = B. brongniartii; Pl = F. lilacinus; pb = pares de bases).
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Figura 2. Electroforesis de la amplificacién obtenida con el iniciador 50. Carril 1. B.b 9018; 2.
B.b 9021; 3. B.b 9023; 4. B.b 9027; 5. B.b 9101; 6. B.b 9112; M. Marcador de peso molecular
“123 bp ladder”; 7. B.b 9205; 8. B.b 9218; 9. B.b 9315; 10. B.b 9506; 11. B.br 9301; 12. Fl

9601; C. Control negativo.

Bb 9018 Lepidoptera Italia 8 b2
Bh 8077 Homaptera Chna 89,95
Bor9301  Lepicoptera  Cobmbia N.D.
B 9101 Coletntera Cobmbia 31,65
Bh 9205 Lepidoptera  Cobmbi 93,30
Bh 9112 Lepidoptera ~ Cobmba- 100,00
Bb8315  Orhoptera  Cobmbia 4495
Bh 8021 Coletptera Ecuadr 91,62
Bb9S06  Coleptera  Guatemala 9125
Bh 5218 Coletptera USA 81,62
Bh 8023 Hemptera Filpinas 61,65
Pl 9601 Colemptera Cobmbi N.D.

Figura 3. Dendrograma de los aislamientos evaluados y su relacién con el tipo de hospedero,
origen geografico y porcentaje de patogenicidad sobre la broca del café.

su relacion genética y se describe el ori-
gen geografico, tipo de hospedero y por-
centaje de patogenicidad sobre la broca
del café de cada uno de los aislamientos.
Se puede observar un grupo principal
donde estan el 90% de los aislamientos
de B. bassiana junto con el de B.
brongniartii. Este aislamiento no se logré
diferenciar de los de B. bassiana, resulta-
do que se ha obtenido en otros trabajos
(Glare e Inwood 1998), donde con la téc-
nica RAPD se agruparon genéticamente
estas dos especies. La diferenciacion
morfologica de estas dos especies ha sido

materia de controversia, ya que compa-
rando la forma de los conidios, B.
brongniartii produce sélo elipsoidales o
cilindricos y B. bassiana produce globosos
y elipsoidales (Mugnai et al. 1989). Aun-
que el objetivo de este trabajo no era
identificar genéticamente especies, el ais-
lamiento de B. brongniartii parece estar
mas relacionado con la especie B.
bassiana. Sin embargo, con otras técni-
cas moleculares como el analisis de res-
triccién de las regiones ITS se han
encontrado claras diferencias entre estas
dos especies, y posiblemente, el uso de

otras técnicas moleculares diferentes de
RAPD permita distinguirlas (Neuvéglise et
al. 1994).

Al comparar la distribucién de los grupos
dentro del dendrograma se observa cierta
asociacion de los aislamientos con respecto
a su origen geogréfico, puesto que los ais-
lamientos colombianos se condensaron en
una misma rama (Fig. 3). Aunque alli mis-
mo se encuentra un aislamiento de diferen-
te localidad Bb 9027, se evidencia la
persistencia de ciertos genotipos en regio-
nes especificas; esta correlacion se ha esta-
blecido en otros estudios de B. bassiana
usando la técnica RAPD y perfiles iso-
enzimaticos (Glare e Inwood 1998;
Poprawski et al. 1988). Los aislamientos
colombianos tienen un porcentaje de diver-
gencia genética del 23,6%; esta baja varia-
cién intraregional puede ser debida a la
ausencia de la fase sexual, ya que la re-
combinacién sexual es la principal fuente de
variacion intraespecifica en hongos. El ori-
gen de la variacién genética en hongos
Deuteromycetes no es clara y aunque exis-
ten registros de eventos de parasexualidad
en condiciones de laboratorio en B. bassiana
(Paccola-Meirelles y Azevedo 1991), ésta no
ha sido demostrada en condiciones natura-
les y por tanto sus implicaciones en la
variabilidad genética son por ahora desco-
nocidas (St. Leger et al. 1992a).

Al comparar la agrupacion genética de los
aislamientos con el tipo de hospedero, no
se encuentra una relacién puesto que en un
mismo grupo se retinen aislamientos pro-
venientes de diversos 6rdenes de insectos
(Fig. 3); la falta de asociacién ha sido expli-
cada por el bajo grado de especializacién
de este hongo hacia un hospedero particu-
lar (Bidochka et al. 1994), aunque en otros
estudios se han encontrado genotipos es-
pecificos a ciertos hospederos (Maurer et al.
1997; Urtz y Rice 1997). Igualmente, al com-
parar la agrupacién genética de los aisla-
mientos con el porcentaje de patogenicidad
a la broca del café, se encuentran en un mis-
mo grupo aislamientos con alta y baja
patogenicidad. Esta asociacién no se logré
establecer posiblemente porque la virulen-
cia y patogenicidad son caracteristicas go-
bernadas por muchos genes, lo que hace
dificil encontrar marcadores ligados a ellos.

Como reflejo de la variabilidad genotipica el
aislamiento B.b 9023 se ubic6 en una rama
diferente al grupo principal (Fig. 3); dicha
variabilidad podria atribuirse a su origen
geografico (Filipinas), pero es necesario eva-
luar un mayor namero de aislamientos de
esta procedencia para sustentar esta hipo-
tesis. Igualmente el aislamiento de P.
lilacinus se situ6 en una rama diferente del
grupo de Beauveria spp.; demostrando la
utilidad de la técnica RAPD para la diferen-
ciacién de estos dos géneros de hongos
entomopatégenos.

Este estudio permitioé identificar marcado-
res RAPD que mostraron polimorfismo
genético entre los aislamientos de B.
bassianay con éstos se esta analizando una
poblacién mayor de aislamientos con el ob-
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jetivo de establecer relaciones entre el
polimorfismo y otras caracteristicas biol6-
gicas (porcentaje de germinacién, produc-
cién enzimatica, resistencia a la luz UV),
importantes en la seleccién de cepas con po-
tencial biolégico para el control de la broca
del café.

Conclusiones

* La técnica de amplificaciéon de ADN poli-
morfico al azar (RAPD) permitié evaluar la
variabilidad genética de aislamientos de B.
bassiana, estableciendo diferencias a partir
de caracteristicas estables (ADN) que no es-
tan influenciados por factores medio-
ambientales.

* El andlisis de agrupamiento permitié es-
tablecer cierta relacién genética con el ori-
gen geografico del aislamiento pero no con
el tipo de hospedero o el porcentaje de
patogenicidad a la broca del café.

* Se identificaron ciertos marcadores RAPD
atiles en la diferenciacion de B. bassiana que
permitieron reconocer patrones de bandas
polimorficas.
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