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Resumen. En este estudio se utilizó la técnica de amplificación aleatoria de ADN polimórfico (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,
ffypothenemus hampei (Ferrari). Para tal propósito se extrajo ADN de diez aislamientos de B. bassiana, uno
de Beauveria brongniartii y uno de Paecilomyces lilacinus, amplificándolos con 36 iniciadores de secuencia
al azar. Los productos de la amplificación se visualizaron en gel de agarosa, registrándose 455 bandas
reproducibles con un tamaño entre 0.36-2.0 kb. Para el análisis se calculó el coeficiente de similitud de
Jaccard, la distancia genética de Nei-Li y se realizó 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 asociación de acuerdo con su origen geogr fico.
En contraste, no se encontró una clara agrupación de los aislamientos con respecto a su hospedero y
patogenicidad sobre la broca. El aislamiento de B. brongniartii se agrupó con los de B. bassiana, posible-
mente porque este aislamiento está más relacionado con la últlma especie. En el segundo grupo se localizó
el aislamiento B.b 9023 que se caracterizó por tener patrones genéticos muy diferentes de los otros aisla-
mientos de B. oassrana. El aislamiento de R lilacinus se separó completamente del grupo de Beauveria spp.
Se identificaron marcadores RAPDútiles en la diferenciación intraespecífica del entomopatógeno B. bassiana.

Palabras clave: Beauveria bassiana. ffypothenemus 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, ffypothenemus hampei (Ferrari). For this purpose the DNAwas 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 gene tic distance from Nei &Li were calculated and a dendrogram was constructed using
the UPGMAmethod. 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 origino 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 beca use 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 Rlilacinus isolate was completely separated from the
group of Beauveria spp. lt was possible to recognize RAPDmarkers useful for the intraespecific differentiation
of the entomopathogenic fungi B. bassiana.

Keywords: Beauveria bassiana. ffypothenemus hampei. Coffee berry borer. PCR.Primers. RAPD.Polimorphic
ADN.

Introducción origen africano y hongos entomopatógenos.
Cenicafé desarrolla en la actualidad un pro-
grama de investigación con hongos
entomopatógenos dirigidos al control de la
broca del café que comprende: el aislamien-
to, colección y caracterización de cepas; rea-
lización de pruebas de patogenicidad,
selección y evaluación de métodos de pro-
ducción, evaluación de los métodos de apli-
cación, compatibilidad con plaguicidas y
seguridad para la fauna benéfica, con el fin

La broca, ffypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Scolitydae), es considerada el
insecto plaga de mayor importancia del café
en Colombia y otros países productores del
grano (Bustillo 1993). Con el fin de dismi-
nuir daños económicos y defender el siste-
ma agroecológico se ha utilizado el control
biológico de la plaga el cual se fundamenta
principalmente en el uso de parasitoides de

de producir un bioinsecticida eficaz (posada
1993).

En la micoteca de Entomología 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 relación al ran-
go de hospederos, el hongo se ha aislado
de 32 especies de insectos, con un mayor
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número de aislamientos (39) procedentes de
la broca del café (Posada y Vélez 1997).

La diferenciación de aislamientos por técni-
cas bioquímicas o morfológicas 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 amplificación
aleatoria de ADN polimórfico (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 diferenciación de hongos que se
reproducen asexual mente, se obtienen de
manera rápida y no se requiere conocer una
secuencia de ADN para su detección
(McDonald 1997).

En estudios realizados por Rivera et al.
(1997) se observó un alto grado de homo-
geneidad entre aislamientos de B. bassiana
procedentes de Colombia y otros países y
no se encontró una relación entre la agru-
pación genética, el tipo de hospedero y su
localización geográfica. En otros estudios
moleculares de B. bassiana utilizando RAPD,
se han encontrado genotipos asociados a
hospederos específicos (Maurer et al. 1997;
Urtz y Rice 1997), sugiriéndose cierta se ec-
ción 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
intraespecífico y con la diversidad de aisla-
mientos de B. ·bassiana existentes en la
micoteca de Entomología, este trabajo tuvo
como objetivo principal analizar la
variabilidad genética de B. bassiana como
herramienta para la selección de cepas po-
tenciales para el control de la broca del café.

Materiales y Métodos

Obtención de micelio. Se seleccionaron
10 aislamientos de B. bassiana de la colec-
ción de la disciplina de Entomología del
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Centro Nacional de Investigaciones de Café
(Cenicafé), teniendo en cuenta su diversidad
con respecto al sitio geográfico, tipo de hos-
pedero y porcentaje de patogenicidad so-
bre la broca del café. Como organismos de
comparación se analizó un aislamiento de
B. brongniartii y uno de Paecilomyces
li/acinus, que de igual forma a B. bessiene,
son utilizados como agentes bíocontro-
ladores de insectos plaga (labia 1). De cada
uno de los aislamientos, sembrados en Agar
Sabouraud, se obtuvo micelio en medio lí-
quido GYM (medio glucosa-extracto de le-
vadura) incubando en agitación orbital (150
r.p. m.) a 25°C durante 6 días. El micelio se
recuperó por filtración al vacío utilizando
papel filtro (Whatman No 1), lavando dos
veces el micelio filtrado con agua ultrafiltrada
estéril. Este se Iiofilizó y almacenó a -20°C
hasta la extracción de ADN.

Extracción de ADI'I. Se utilizó una modifi-
cación del método de extracción 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 homogenizó adicio-
nando nitrógeno líquido hasta obtener
micelio pulverizado. A éste se le agregaron
5 mi del buffer de extracción (700 mM 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 ex-
tracciones consecutivas con 5 mi de cloro-
formo isoamilalcohol (24:1). Después de
centrifugar a 3.500 r.p.m. (15 min) se recu-
peró el sobrenadante, se adicionaron 0.54
V de isopropanol y se colectó el precipitado
por centrifugación a 14.000 r.p.m. (15 min
a 4°C). Este fue disuelto en 500 JLIde buffer
TE (lO mM rus-nci pH 8.0; 1 mM EDTA pH
8.0), se adicionaron 5 JLIde ARNasa A (lO
mq.ml') e incubó por 1 hora a 37°C. Des-
pués de la digestión del ARN se adicionaron
500 JLIde cloroformo: isoamilalcohol (24: 1)
y se recuperó el sobrenadante después de
centrifugar a 3.500 r.p.m. por 15 minutos.
El ADN se precipitó con 2V de etanol abso-
luto, se colectó por centrifugación a 3.000

r.p.m. (2-3 min a 4°C) y se disolvió en 100
JLIde buffer TE. Las extracciones se almace-
naron a -20°C hasta su uso. Se realizaron,
como mínimo, dos extracciones de ADN por
aislamiento, que fueron utilizadas indepen-
dientemente en las reacciones de amplifica-
ción (RAPD). Para determinar la pureza del
ADN extraído se hizo por espectrofotometría
un barrido entre A220.'20 nm determinando
la absorbancia a A260 nm con la que se halló
la concentración de ADN y se calculó la rela-
ción A,~A,BO para detectar la contaminación
con proteínas (Sambrook et al. 1989). La
integridad del ADN se analizó por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, se
coloreó con bromuro de etidio (0.5 JLg.ml")
y se observó con luz ultravioleta (Sambrook
et al. 1989).

Iniciadores y condiciones de la amplifi-
cación. Se evaluaron 36 iniciadores
aleatoríos. de 10 bases de longitud (Gibco-
BRL, Life Technologies) (labia 2). Las reac-
ciones de amplificación se llevaron a cabo
en 25 mi que contenían: 1.25 U Taq ADN
polimerasa (Gibco-BRL); 20 mM de cada
uno de los desoxiribonucleótidos (dCTP,
dATP,dGTP, dTTP); 20 mM Tris-HCI pH 8.4;
50 mM KCI; 1.75 mM MgCI2; 0.6 mM inicia-
dor; aproximadamente 50 ng de ADN yagua
ultrafiltrada. La amplificación se realizó en
un termociclador MJ-Research PTC-200 con
el siguiente programa: una desnaturalización
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 último ciclo de ex-
tensión a 72°C por 5 minutos. Se hizo un
control negativo para las reacciones de am-
plificación, que contenía todos los compo-
nentes, excepto el ADN que fue sustituido
por agua. 'Iodas las reacciones de amplifi-
cación se realizaron mínimo 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-
ficación se analizaron por medio de

Tabla1. Hospederos, origen geográfico y patogenicidad sobre la broca del café de aislamientos de B. bassiana, B. brongniartti y P.Iilacinus

Aislamiento Hospedero Origen geográfico % Patogenlctdad '
Orden:Familia Especie

B. bassiana 9018 Lepidoptera : Cossidae Cossus cossus Italia 81,62
B. bassiana 9021 Coleoptera : Scolytidae tt. hampei Ecuador 91,62
B. bassiana 9023 ríerntptera : Coreidae Leptocorisa sp. Filipinas 61.65
B. bassiana 9027 Homoptera : Delphacidae Ni/aparvata lugens China 89,95
B. bassiana 9101 Coleoptera : Scolytidae n. hampei Nariño - Colombia 31,65
B. bassiana 9112 Lepidoptera : Geometridae Cargolia arana Caldas-Colombia 100
B. bassiana 9205 Lepidoptera : Pylalidae Diatraea saccharalis Valle - Colombia 93,30
B.bassiana 9218 Coleoptera : Curculionidae Cosmopolites sordidus Florida - USA 81,62
B.bassiana 9315 Orthoptera : Blattidae Perip/aneta sp. Risaralda - Colombia 44,95
B. bassiana 9506 Coleoptera : Scolytidae tt. hampei Guatemala 91,25
B. brongniartii 9301 Lepidoptera : Tortricidae Antaeotricha sp. Colombia N.D2

P. li/acinus 9601 Coleoptera : Scolytidae 11.hampei Colombia N.D.

1 % Patogenicidad= Porcentajede patogenicidad sobreNypothenemus hampei (González,M.T. 1995. Informe Anual de Laboresde Cenicafé.Chinchiná)
2 N.O. = No determinado
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Tabla 2. Secuencias de los iniciadores (5' ~ .3') utilizados en este estudio

Iniciador Secuencia Iniciador Secuencia
6 CCCAAGGTCC 37 AGTCAGCCAC

7 GTGACATGCC 38 GGAGGGTGGT

8 AAGACCCCTC 39 AGGGAACGAG

9 TCACCACGGT 40 TGAGTGGGTG

10 GGTGACTGTG 41 AGATGCAGCC

11 CGCCTAGGTA 42 ACGGATCCTG

14 CGGCTTGGGT 44 GTGATCGCAG

18 GGGATATCGG 45 TTCCGAACCC

21 GGAAGCTTGG 47 ACTTCG CCAC

23 TCGGACGTGA 48 GAGAGCCAAC

24 GCTTCGATAC 49 CCCCGGTAAC

25 TCACGA TGCA 50 GGTGACGCAG
30 CTTCACCCGA 51 GGCACTGAGG
31 GAG TCTCAGG 53 GAACCTGCGG

32 GGTGCG GGAA 55 CTCTCCGCCA

33 CCAGATGCAC 57 GAGCGAGGCT
34 TGCGGCTGAG 58 CCCGCCTTCC

36 TGC CGA GCTG 59 TTCCCCGTCG

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

Análisis 41e datos. Con las fotografías de
los geles de electroforesis se verificó la
reproducibilidad de las bandas y sólo 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 elaboró 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 calculó el coeficiente de
similitud de Jaccard (S) expresado como: Si]
= a / a+b+c. Donde Sijes la similitud entre
2 aislamientos, iyj; a es el número de ban-
das presentes en los dos aislamientos i y j;
b es el número de bandas presentes en i y
ausentes enj; y c es el número de bandas
presentes enj 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
común y por consiguiente a similitud. Con
este coeficiente se calculó la distancia
genética D con la siguiente ecuación: Di] =
1 - Sij (Nei y Li 1979). Con base en la matriz
de distancia genética se elaboró un
dendrograma, usando el método de agru-
pamiento no ponderado para grupos pares
UPGMA(Sneath y Sokal 1973). Los cálculos
de coeficientes de similitud, distancia
genética y dendrogramas fueron realizados
con el programa Similit (SAS versión 6.12.)

Resultados y Discusión

Extracción de ADN. Se obtuvieron en
promedio 866 Jlg de ADN.gr -1 de micelio
liofilizado de B. bassiana; el grado de pure-

za fue óptimo ya que la relación A2ex1A¿BO fue
en promedio para todas las extracciones rea-
lizadas 2.05 (DE = V 0.56), valor caracterís-
tico de ácidos nucleicos puros (Sambroock
et al. 1989). En la electroforesis del ADN to-
tal se verificó la integridad del ADN como
una banda de alto peso molecular (23
kilobases) con baja degradación. El análisis
del ADN extraído permitió determinar la pu-
reza de las extracciones realizadas e identi-
ficar muestras que requerían otra extracción.

Amplificación. En las reacciones de ampli-
ficación para Beauveria spp. con los 36 ini-
ciadores evaluados se amplificaron 445
'bandas con un peso molecular entre 369 y
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2091 pares de bases, de las cuales 289 fue-
ron polimórficas. Los polimorfismos obser-
vados con el análisis de RAPDpueden ser
causados por varios eventos tales como la
sustitución de pares de bases, inversión o
deleción en los sitios de apareamiento del
iniciador. El porcentaje de sitios polimórficos
(65%) refleja de manera general la diversi-
dad genotípica de los aislamientos analiza-
dos de Beauveria spp., destacándose 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 donación
del Instituto Micológico Internacional (IMI)
clasificado como B. bassiana y se compro-
bó microscópicamente 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-
cación. Independientemente de la reacción
se observaron patrones reproducibles que
se caracterizaron por ser notoriamente di-
ferentes en comparación con los otros ais-
lamientos de Beauveria spp.

Con algunos iniciadores se puede observar
en general un patrón de bandeo electro-
forético muy similar entre los aislamientos
de Beauveria spp. distinguiéndose algunas
bandas polimórficas (Fig.1 Carril 2 y 9), con
los iniciadores 55, 58 48, 42 Y40 se obser-
vó un patrón de bandeo muy similar. En con-
traste con los iniciadores 14, 23, 36, 50 Y
57 se evidencian de mejor manera bandas
polimórficas (Fig. 2). Se obtuvo reprodu-
cibilidad en las bandas más intensas, la
mayoría de las bandas débiles no fueron
reproducibles y otras se observaron sólo u.na
vez al comparar el duplicado de la reacción
de amplificación.

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

6 7 8 9 10 11 12 M e

Figura 1. Electroforesis de la amplificación obtenida con el iniciador 55. Carril M. Marcador
de peso molecular "Iow DNA mass ladder": 1. e» 9018; 2. e» 9021; 3. B.b 9023; 4. e»
9027; 5. e» 9101; 6. B.b 9112; 7. e» 9205; 8. e» 9218; 9. B.b 9315; 10. e» 9506; ll. ts.t»
9301; 12. RI 9601; M. Marcador de peso molecular; C. Control negativo. (B.b = B. bassiana;
Bibr = B. brongniartii; RI = R lilacinus; pb = pares de bases).
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Figura 2. Electroforesis de la amplificación obtenida con el iniciador 50. Carril 1. I3.b 9018; 2.
e» 9021; 3. I3.b 9023; 4. I3.b 9027; 5. I3.b 9101; 6. I3.b 9112; M. Marcador de peso molecular
"123 bp ladder": 7. I3.b 9205; 8. I3.b 9218; 9. I3.b 9315; 10. I3.b 9506; 11. I3.br 9301; 12. P.I
9601; C. Control negativo.
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Bb 9018 Lepicbptera Italia 81,62

Bb 9027 Homcptera Chha 89,95

Bbr 93ü1 Lepicbptera Cobmbe N.D.

Bb 91ü1 Colecptera Cobmbe 31,65

Bb 92(6 Lepicbptera Cobmbe 93,30

Bb 9112 Lepicbptera Cobmbe 100,00

Bb 9315 Orthoptera Cobmbe 44,95

Bb 9021 Colecptera EcuadCl' 91,62

Bb 9506 Colecptera GuatEmala 91,25

Bb 9218 Colecptera USA 81,62

Bb 9023 Hemptera Filpinas 61,65

P196ü1 Colecptera Cobmbe N.o.

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

Su relación genética y se describe el ori-
gen geográfico, 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 están el 90% de los aislamientos
de B. bassiana junto con el de B.
brongniartii. Este aislamiento no se logró
diferenciar de los de B. bassiana, resulta-
do que se ha obtenido en otros trabajos
(Glare e lnwood 1998), donde con la téc-
nica RAPO se agruparon genéticamente
estas dos especies. La diferenciación
morfológica de estas dos especies ha sido

materia de controversia, ya que compa-
rando la forma de los conidios, B.
brongniartii produce sólo elipsoidales o
cilíndricos 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
más relacionado con la especie B.
bassiana. Sin embargo, con otras técni-
cas moleculares como el análisis de res-
tricción de las regiones lTS se han
encontrado claras diferencias entre estas
dos especies, y posiblemente, el uso de

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

Al comparar la distribución de los grupos
dentro del dendrograma se observa cierta
asociación de los aislamientos con respecto
a su origen geográfico, puesto que los ais-
lamientos colombianos se condensaron en
una misma rama (Fig. 3). Aunque allí mis-
mo se encuentra un aislamiento de diferen-
te localidad Bb 9027, se evidencia la
persistencia de ciertos genotipos en regio-
nes específicas; esta correlación se ha esta-
blecido en otros estudios de B. bassiana
usando la técnica RAPO y perfiles iso-
enzimáticos (Glare e lnwood 1998;
Poprawski et al. 1988). Los aislamientos
colombianos tienen un porcentaje de diver-
gencia genética del 23,6%; esta baja varia-
ción intraregional puede ser debida a la
ausencia de la fase sexual. ya que la re-
combinación sexual es la principal fuente de
variación intraespecífica en hongos. El ori-
gen de la variación genética en hongos
Oeuteromycetes 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 gen ética son por ahora desco-
nocidas (St. Leger et al. 1992a).

Al comparar la agrupación genética de los
aislamientos con el tipo de hospedero, no
se encuentra una relación puesto que en un
mismo grupo se reúnen aislamientos pro-
venientes de diversos órdenes de insectos
(Fig. 3); la falta de asociación ha sido expli-
cada por el bajo grado de especialización
de este hongo hacia un hospedero particu-
lar (Bidochka et al. 1994), aunque en otros
estudios se han encontrado genotipos es-
pecíficos a ciertos hospederos (Maurer et al.
1997; Urtz y Rice 1997). Igualmente, al com-
parar la agrupación gen ética 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 asociación no se logró
establecer posiblemente porque la virulen-
cia y patogenicidad son características go-
bernadas por muchos genes, lo que hace
dificil encontrar marcadores ligados a ellos.

Como reflejo de la variabilidad genotípica el
aislamiento B.b 9023 se ubicó en una rama
diferente al grupo principal (Fig. 3); dicha
variabilidad podría atribuirse a su origen
geográfico (Filipinas), pero es necesario eva-
luar un mayor número de aislamientos de
esta procedencia para sustentar esta hipó-
tesis. Igualmente el aislamiento de P.
Ii/acinus se situó en una rama diferente del
grupo de Beauveria spp.; demostrando la
utilidad de la técnica RAPOpara la diferen-
ciación de estos dos géneros de hongos
entomopatógenos.

Este estudio permitió identificar marcado-
res RAPO que mostraron polimorfismo
genético entre los aislamientos de B.
bassiana y con éstos se está analizando una
población mayor de aislamientos con el ob-
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jetivo de establecer relaciones entre el
polimorfismo y otras características bioló-
gicas (porcentaje de germinación, produc-
ción enzimática, resistencia a la luz VV),
importantes en la selección de cepas con po-
tencial biológico para el control de la broca
del café.

Conclusiones

• La técnica de amplificación de ADN poli-
mórfico al azar (RAPD) permitió evaluar la
variabilidad genética de aislamientos de B.
bassiana, estableciendo diferencias a partir
de características estables (ADN) que no es-
tán influenciados por factores medio-
ambientales.

• El análisis de agrupamiento permitió es-
tablecer cierta relación genética con el ori-
gen geográfico del aislamiento pero no con
el tipo de hospedero o el porcentaje de
patogenicidad a la broca del café.

• Se identificaron ciertos marcadores RAPD
útiles en la diferenciación de B. bassiana que
permitieron reconocer patrones de bandas
polimórficas.
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