
Vol. 23 Nos, 1-2,p, 51-571997 REVlsrA COLOMBIANA DE ENrOMOLOGíA 51

Caracterización bioquímica y molecular
de aislamientos de Beauveria bassiana
procedentes de la broca del café,
Hypothenemus hampei

Characterization of isolates of Beauveria bassiana
isolated from cofee-berry borer. Hypofhenemus hampei

Resumen
Treinta y seis aislamientos deB, bassiana fue-
ron estudiados que comprendían 16 proceden-
tes de broca del café de Colombia y 20 de otras
regiones del mundo, La actividad bioquímica
fue evaluada usando nueve enzimas extra-
celulares involucradas en la degradación de
materiales complejos (p.e, proteínas, quitina
y polisacáridos). Estos se probaron por la de-
gradación de sustratos específicos incorpora-
dos en el medio de crecimiento (elastasa,
gelatinasa, degradación y utilización de áci-
dos gras s) o probando el gasto de cultivos
líquidos con sus tratos específicos para enzimas
que fueron sustituidos con metilumbeliferona
(n -acety Iglucosami nidase, glucos idase,
diacetylchitobiosidase, fucosidase, xylosidase
y cellobiosidase). La relación entre los aisla-
mientes se evaluó examinando isoenzimas y
las proteínas individuales se separaron por
electroforesis en geles discontinuos de
polyacrylamida. Los geles se tiñeron para ac-
tividad catalasa, fosfatasa ácida y alcalina y
esterasa (acetato y propionato). El ADN se
amplificó usando la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) con cuatro iniciadores di-
ferentes basados en secuencias simples. To-
dos los aislamientos mostraron actividad
glucosidasa, n-acetilglucosaminidasa y
elastasa. Ninguno exhibió actividad fucosidasa
y los diferentes aislamientos mostraron resul-
tados diferenciales con las pruebas fisiológi-
cas. Los aislamientos se pueden dividir en dos
grandes grupos con base en sus reacciones,
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un grupo predominantemente con alta activi-
dad proteasa y baja actividad quitinasa y otro
grupo predominantemente con baja actividad
proteasa pero buena actividad quitinasa. La
mayoría de los aislamientos tienen patrones
muy similares en las bandas de isoenzimas y
de PCR, aunque pocos aislamientos dieron
patrones únicos. El análisis de los patrones de
diferencias mayores y menores no mostró al-
guna correlación simple con el hospedero, ori-
gen geográfico o patogenicidad. Hay
aparentemente poca variabilidad gen ética en-
tre los aislamientos y la mayoría de ellos es-
tán cercanamente relacionados.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Hypo-
thenemus hampei, Caracterización, Metilum-
beliferona, Isoenzimas, PCR.

Summary
Thirty six isolates of B. bassiana were stud-
ied, these comprised 16 from coffee berry
borer (CBB) in Colombia and 20 from other
regions ofthe world. The fungal biochemical
activity was evaluated using nine extracellu-
lar enzymes involved in the degradation of
complex material (e.g. proteins, chitin and
polysacharides). These were tested by degra-
dation, incorporating particular substrates into
modified agar growth media. The enzyme sys-
tems tested in this way were elastase,
gelatinase, fatty acid degrading enzymes and
fatty acid utilization or testing the spent cul-
ture fluid with specific enzyme substrates that
were substituted with methylumbelliferone (n-
acetylglucosaminidase, glucosidase,
diacetylchitobiosidase, fucosidase, xylosidase
and cellobiosidase). The relationship among
the isolates was evaluated examining isoen-
zymes and individual proteins were separated
by electrophoresis in discontinuous polyacry-
lamide gels. Gels were stained for catalase,
acid and alkaline phosphatase and esterase
(acetate and propionate) activities. DNA was
amplified using the polymerase chain reaction

(PCR) with four different single primers based
on simple sequences. All isolates showed glu-
cosidase, n-acetylglucosaminidase and
elastase activity. No isolates displayed
fucosidase activity and the different isolates
showed differential results with the different
physiological tests. The isolates could be split
into two broad groups on the basis of these
reactions, one group consisting predominantly
of isolates with high protease and Iow chitinase
activities, and one group consisting predomi-
nantly of isolates with low pro tease but good
chitinase activity. Most isolates had very simi-
lar pattems of iso-enzyme and PCR bands al-
though a few isolates gave unique pattems.
Analysis of the major and minor pattern dif-
ferences did non show any simple correlations
with host, geographic origin or pathogenicity.
There is apparently little genetic variability
among the isolates and most ofthem are very
closely related.

Key words: Beauveria bassiana, Hypo-
thenemus hampei, Characterization, Methy-
lurnoelliferone, Isoenzimes, peR,

Introducción
La producción industrial y artesanal de hon-
gos entomopatógenos que actúan como
controladores biológicos de la broca del café,
Hypothenemus hampei (Ferrari), requiere un
mejor entendimiento de su genética, aspectos
fisiológicos, enzimas y metabolitos intra y
extracelulares, toxinas, factores de virulencia
etc. Este conocimiento gen ético básico per-
mitirá su manipulación para la obtención de
cepas ambientalmente seguras y para la ca-
racterización de la micoteca presente en el
Laboratorio de Entomología de Cenicafé.

La investigación sobre los entomopatógenos
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin y
Met arh izium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin se ha orientado a la entomologia apli-
cada, a las consideraciones eco lógicas relacio-
nadas con el manejo integrado de plagas, sin
embargo, recientemente se están haciendo es-
fuerzos para estudiar la gen ética y la fisiolo-
gía de estos hongos.

En epidemiología, ecología y el manejo inte-
grado de plagas es importante identificar las
especies o aislamientos benéficos can exacti-
tud. La identificación de patógenos se realiza
usualmente por morfología, características
culturales y análisis de isoenzimas, patrones
de RFLP (Restriction Fragments Lenght
Polymorphism) y otros métodos basados en
el ADN. Cada uno de estos métodos tiene sus
aplicaciones específicas y sus ventajas. Re-
cientemente el uso de la técnica de la Reac-
ción en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha
incrementado, pues amplifica secuencias blan-
co de ADN, selectivarnente, además menos
cantidad de ADN se requiere y permite el rá-
pido análisis de un gran número de muestras,
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Por tanto. estos métodos rápidos, confiables y
sensibles para la diferenciación de
entomopatógenos pueden ser útiles en la
implementación de medidas de control bioló-
gico apropiadas,

La cutícula está compuesta de proteínas y
quitina asociada con Iípidos y compuestos
fenólicos que sirven como barrera a la entra-
da de riicroorganismos B. bassiana produce
muchas enzimas extracelulares en medios nu-
tritivos como lipasa, proteasa, quitinasa, ade-
más. éstas han sido evaluadas in vitro y con
otros métodos (Baeth y Bridge 1989), Estas
enzirnas están involucradas en la penetración
del integumento del hospedero y en conse-
cuencia en la infección. La producción de
lipasa es inducida por triglicéridos, más no es
inhibida por ácidos grasos, aunque el efecto
inhibitorio ha sido reportado por varios auto-
res y ha sido atribuido a la presencia de áci-
dos grasos de cadena corta (Hegedus y
Khachatourians, 1988). Bidochka y Kha-
chatourians (1990) encontraron que el aisla-
miento GK20 16 producía sólo una serin
proteasa cuando crecía en gelatina. estas serin
proteasas están ampliamente distribuidas en-
tre los hongos y principalmente son
extracelulares: se cree que la quitinasa es una
enzima constitutiva y que aparece relativamen-
te tarde en comparación con las enzimas del
complejo proteolítico en el ataque al insecto
(Si leger el al. 198~).

Hav necesidad de métodos confiables y
rápidos que sean útile en la identificación de
aislamientos d , B. bassiana y que sean
suficientemente sensibles para ser utilizados
como sistemas de monitoreo en las etapas de
producción y en el campo, Hegedus y
Khachatourians (1996), utilizando la técnica
PCR-SSCP (Single-Strand DNA Conforma-
tion Polymorphisrn analysis) hallaron que el
sistema es útil para la identificación de
aislamientos incluso directamente de insectos
infectados.

El objetivo de este estudio fue determinar el
grado de variación entre aislamientos de B.
bassiana procedentes de Brasil, Colombia.
Ecuador. Jamaica. Honduras. Guatemala.
México. Togo, Kenia, Sri Lanka, Java e Islas
Solomón. Comparando básicamente las pobla-
ciones asociadas con la broca del café para
intentar seleccionar el aislamiento más ade-
cuado pata el control de esta plaga.

Materiales y Métodos
Todos lo aislamientos utilizados se obtuvie-
ron de la micoteca de la disciplina de
Entomología del Centro acional de Investi-
gaciones de Café (CE ICAFE), de la colec-
ción de hongos entomopatógenos del
lnternational M ycological 1nstitute (1MI) del
Reino Unido y del Institut National de la
Recherche Agronomique (lNRA) de Francia

y se escogieron can base en su origen biológi-
co y geográfico. Su lista aparece en la Tabla I
bajo su número de catálogo y código de acce-
so a cada una de las colecciones,

El cultivo de hongos filamentosos como B.
bassiana, se realiza en cultivos líquidos, pues
este proceso es rápido y más práctico en com-
paración con el cultivo sólido para posterior-
mente registrar la actividad extra e intracelular,
producción de proteínas, (enzimas) y para la
extracción de AD y algunas pruebas de asi-
milación.

Trozos de micelio de los diferentes aislamien-
tos, procedentes de Sabouraud Dextrosa Agar
(SDA) se inocularon en botellas universales
(2 cm diámetro, 8 cm altura) que contenían el
medio GYM (Medio Glucosa Extracto de Le-
vadura), la tapa no se ajustó para permitir la
aireación del cultivo. Después, estas botellas
se incubaron en agitación orbital (200 rpm)
durante 4 días a 25°C y su contenido se trans-
firió a matraces de 250 mi que contenían 50
mi del medio GYM, los cuales también fue-
ron colocadas en agitación durante el mismo
período de tiempo y con la misma temperatu-
ra hasta extinguir la glucosa (Paterson y Brid-
ge 1994),

Para evaluar enzirnas extracelulares se utili-
zaron compuestos metilumbeliferona sustitu-
tos, El principio básico es el mismo que el de
los compuestos crornóforos, excepto que el
compuesto libre. rnetilumbeliferona, es fluo-
rescente y se puede ver como un color azul
blánco bajo la luz U'V, Los compuestos 4
metilumbeliferona se prepararon para dar una
concentración madre de 50 mM en 1.6 mi de
dimetilformamida, las soluciones madres se
diluyeron a 0.15 mi en 9,85 mi de acetato de
sodio 0,05 M, pH 5,4, En placas de titulación
de fondo plano se depositaron 50iJI de sustrato
y luego 50iJI del sobrenadante de los cultivos.
Esto se hizo por duplicado y se incluyeron
controles de los sobrenadantes más acetato de
sodio, sus trato más acetato de sodio y acetato
de sodio solamente, Las placas se incubaron a
37°C por 4 horas. Después se añadieron 50 iJl
de una solución saturada de bicarbonato de
sodio en cada pozo, para aumentar la fluores-
cencia y detener la rea ción (Paterson y Brid-
ge 1994)

Los sustratos utilizados fueron:

4 rnetil umbeliferill3-D-xilosido (Sigrna)
4 metil umbeliferil N-acetil-I3-D-

galactosaminido (Sigrna)
4 metil umbeliferil -acetil-I3-D-

glucopiranosido (Sigma)
4 metil umbeliferill3-D-celobiosido

(Sigma)
4 metil umbeli ferill3-D- -N'-diacetil

quitobiosido (Sigrna)
4 rnetil umbeliferill3-D-fucopiranosido

(Sigma)

Tabla 1. Lista de los aislamientos de B
bassiana procedentes de broca del café y su
patogenicidad a este insecto>'

Aisla-
miento

Bb9002

Bb9010

Bb9012

Bb9101

Bb9201

8b9202

8b9203

8b9208

Bb9212

Bb9213

Bb9215

8b9305

8b9307

Bb9310

Bb9416

462*

463*

12944**

327906**

327907**

327908**

327909**

327910**

32791 1**

327912**

329064**

329065**

329066**

329067**

329756**

331267**

334659**

335829**

341525**

341528**

341532**

Origen
geográfico Patogenicidad

Colombia 83,30

Colombia 15,00

Colombia 91,62

Colombia 31,65

Colombia 51,62

Colombia desconocida

Colombia desconocida

Colombia 9] ,62

Colombia 86,62

Colombia 84,97

Colombia 40,00

Colombia 5\30

Colombia 18,30

Colombia desconocida

Colombia desconocida

Togo desconocida

Colombia desconocida

Sri Lanka desconocida

Jamaica desconocida

Ecuador desconocida

Kenia desconocida

Kenia desconocida

Togo desconocida

México de conocida

Guatemala desconocida

Togo desconocida

Togo desconocida

Togo desconocida

Togo desconocida

I. Solomón desconocida

Brasil desconocida

Java desconocida

N, Caledonia desconocida

Honduras desconocida

Honduras desconocida

Honduras desconocida

Aisunnientos de INRA
** Aislamientos de IMI

Datos tomados de "Pntogenicidad de B.
bassinna sobre la broca del café".
Cenica]e. In ior nie interno. 1996.
GOl7zález, G, M. T
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Para la evaluación de metabolitos secundarios,
un gran número de medios basa les es utiliza-
do, generalmente tienen ata concentración de
fuentes de carbono, (sucrosa) y extractos or-
gánicos que proveen un amplio rango de fac-
tores de crecimiento como el Czapek Yeast
Agar (CYA). Para extraer los metabolitos
intracelulares, trozos de micelio procedentes
de SDA, se inocularon en el medio CYA y las
cajas se incubaron a 25°C durante 10-]2 días.
Luego, con un sacabocados, discos de agar
(0,5 cm) con micelio se removieron, a los cua-
les les fue agregada una gota de cloroformo:
metanol (2: I v/v) e inmediatamente coloca-
dos en el origen de la lámina de Cromatografia
de Capa Delgada y removidos; 5 1-11de
griseofulvina (Sigrna), disuelta en cloroformo:
metanol (2: I v/v), se colocó también en el
origen como referencia están dar. El desarro-
llo de las láminas se llevó a cabo en clorofor-
mo: acetona: 2-propanol (85: 15:20 v/v/v),
luego las láminas se retiraron del tanque y se
dejaron secar para después ser examinadas
bajo la luz visible y la luz UV (254 y 365 nm),
registrando el color y la distancia Rf (Paterson
y Bridge 1994).

•El medio Tween 80 se utilizó como prueba
presuntiva para determinar la actividad
esterasa sobre ácidos grasas, este contiene
Tween 80 como fuente de carbono y el púrpu-
ra de bromocresol es el indicador de pH. Se
debe ano!ar que este no es estrictamente un
ensayo para actividad lipasa. Se utilizaron tro-
zos de micelio procedentes de SDA que fue-
ron inoculados en el centro de la caja de petri
(4,5 cm diámetro) que contenía el medio. Pos-
terior a la inoculación, las cultivos se incuba-
ron a 25°C durante 10 días (Paterson y Bridge
1994).

Para la determinación de la elastasa, se utilizó
el método de di fusión de colorante en este caso
la elastin orceina. Se vertió un medio basal en
pequen os viales de antibióticos, se dejaron
solidificar y sobre este se virtió el medio basal
mezclado con la elastin-orcina, cuando la en-
zima cliva el sustrato la orceina es liberada y
esta se precipita al medio basal permitiendo
la visualización de la reacción. 2,5 mI del
medio Agar Lynch B se dispensaron en los
viales. sometidas a autoclave a 10 psi por 10
minutos (medio basal), entre tanto, I g de
elastin orceina se disolvió en 33 mI de agua
des ti lada y sometido a autoclave, luego se
mezcló con el medio Lynch B con un pH final
de 5,4. Con la ayuda de una pipeta estéril, 5
mi de esta mezcla se vertieron sobre el medio
basal. Trozos de micelio procedentes de SDA
se inocularon en la capa superior y las bote-
llas se incubaron a 25°C por 7 días (Paterson
y Bridge 1994).

El medio de gelatina puede ser usado como
una prueba general presuntiva para la activi-

dad proteasa. En este caso, el medio de culti-
vo es solidificado con gelatina. Se debe re-
cordar que la gelatina es normalmente líquida
en algunas temperaturas de incubación que se
utilizan; además, el ácido producido par el
microorganismo puede afectar el punto de fu-
sión de la gelatina a temperatura ambiente, por
tanto, los cultivos se deben enfriar (0- 4°C, 2
horas) después del período de incubación para
evaluar la prueba. El medio se preparó y ca-
lentó hasta 50-60°C, vertido en la gelatina en
pequeñas cantidades hasta que ésta se disol-
vió, El medio caliente se dispensó en botellas
universales y se esterilizó por autoclave a 10
psi por 10 minutos. Cuando estaba frío, tro-
zos de micelio procedentes de SDA, se inocu-
laron en el medio por punción e incubaron por
más de 10 días a 25°C (Paterson y Bridge
1994).

El micelio procedente del medio GYM, se
cosechó por fi Itración al vacío, luego, se
liofi lizó, para posteriormente molerlo en un
mortero con pistilo; de este macerado se ob-
tuvieron dos fracciones, una se utilizó para
extraer las enzimas intracelulares y la otra
destinada para extraer el ADN.

Para la extracción de proteínas totales, la mi-
tad del tubo eppendorf( 1,5 mi) se llenó con el
micelio molido y a éste se le agregaron 7001-11
de solución amortiguadora Tris glicina, se
centrifugó durante 45 minutos a 13000 g a
4°C, obteniéndose el sobrenadante. Los ex-
tractos intracelulares preparados can este mé-
todo se dividieron en un número de alícuotas
antes de congelar, para usar una muestra fres-
ca cada vez. La concentración de proteínas en
las muestras se determinó con el método de
Lowry el al. (1951). Los geles de una concen-
tración aproximada de 10% de paliacrilamida
siempre se prepararon de soluciones madres
de acrilarnida, solución amortiguadora y N, N,
N, N tetrametileno diamina (TMED) y cada
vez las soluciones de persulfato de amonio se
prepararon frescas. Para teñir los geles para
actividad esterasa (acetato y propionato) y
catalasa, los geles se dejaron en oscuridad du-
rante 90 minutos; para la actividad fosfatasa
(ácida y alcalina) el gel fue incubado a 37°C.

Para el análisis del ADN con la técnica
RAPD's-PCR, éste fue extraido del micelio
con la solución arnortiguadora bromuro de
cetil-timetil amonio (CTAB), purificado por
extracción con cloroformo, tratado con
ribonucleasa y precipitado con propanol, el
CTAB se removió del ADN final utilizando
soluciones amortiguadoras de acetato de
amonio y las muestras se diluyeron y usaron
en las reacciones de PCR. Para la amplifica-
ción del ADN, el blanco fueron los loci
hipervariables también conocidos como
Minisatélites, el análisis de tales secuencias
repetidas adyacentes en número variable (Va-
riable Number Tándem Repeats - VNTR) ha

sido útil para el análisis de leves variaciones
en las secuencias pertenecientes a individuos
cercanamente relacionados, ya que ellas se
heredan en una forma mendeliana y se pue-
den identificar individuos particulares y así
determinar relaciones de familiaridad (Brid-
ge et al. 1996).

Los iniciadores utilizados para este experi-
mento fueron:

GF s'(TCC)J,

RY s'(CAG)Js
MR ~GAGGGTGGCGGTTCnY

71 s'(CGGCTTGGGTy

El iniciador MR es la secuencia universal en
tandem del fago M 13, esta secuencia tiene un
uso general para estudios de relaciones bioló-
gicas y puede ser aplicada a diferentes grupos
taxonómicos incluyendo animales (verte-
brados e invertebrados). plantas y micro-
organismos (Ryskov el al. 1988).

Después de estandarizar los diferentes
parámetros de la PCR, las reacciones de am-
plificación se realizaron en un volumen total
de 501-11,conteniendo IOmM tris HC] (pH 8,3);
50mM KCI; 1,5mM MgCI" 50l-lM de dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, l Sprnol de los iniciado-
res, aproximadamente 25ng de ADN
genórnico y I U de polirnerasa Tth (Thermus
terrnophilus). Controles negativos, en los cua-
les la plantilla de ADN se reemplazó por agua
y otro control donde no se colocó la enzima
fueron utilizados en todos los experimentos.
La amplificación se realizó con un
termociclaclor (PTC-I 00 MJ Research USA)
programado como sigue: un ciclo por un mi-
nuto a 94°C (denaturación inicial), seguido por
45 ciclos de un minuto a 94°C (denaturación),
un minuto a 35°C (alineamiento) y un minuto
a noc (extensión). Un ciclo de 5 minutos a
noc se utilizó como extensión final después
de los 45 ciclos de amplificación Todas las
amplificaciones se condujeron al menos cua-
tro veces. 201-11del producto de la ampli fica-
ción se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% (Nusieve 3: 1, FMC Producís.
USA) tenidos con brornuro de etidio y foto-
grafiados bajo la luz UV

La tinción para las isoenzimas y los iniciado-
res utilizados se seleccionó con base en aque-
llos que han dado resultados en el ámbito de
poblaciones subespecíficas en otros estudios
con hongos patógenos de insectos (Mugnai el
al. 1989, Bridge el al. 1990)

Análisis de los datos

Los resultados de las pruebas bioquírnicas se
codificaron usando O para negativos, 5 para
positivos de alta actividad, 3 para positivos
de mediana actividad y I para leves o perdi-
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dos. Las comparaciones de cada perfil para
cada iniciador se hizo con base en la presen-
cia versus ausencia (1/0) de los productos de
la PCR del mismo tamaño, Bandas del mismo
tamaño se registraron como idénticas, Las si-
militudes se calcularon utilizando el coeficien-
te de similaridad de Gower, descontando
resultados apareados negativos y se agrupa-
ron utilizando el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Mathematical Ave-
rage-Promedio no ponderado para grupos pa-
res) (Sneath y Sokal 1993),

Resultados
Los resultados para la actividad enzimática
determinada con las técnicas 4-metilumbeli-
ferona e incorporación de sustratos a medios
sólidos modificados de los diferentes aisla-
mientos se presentan en la tabla 2, Los dife-
rentes aislamientos mostraron resultados
diferenciales con las distintas pruebas fisio-
lógicas,

Con la técnica 4-metilumbeliferona se en-
contró que la actividad N-acetil-f3-
glucosaminidasa se observó en todos los
aislamientos evaluados con diferentes gra-
dos de intensidad en la fluorescencia de la
4-metilumbeliferona. Para el sustrato glu-
cosa, la actividad fue variable y algunos ais-
lamientos no mostraron dicha actividad
(Bb9212). Para el diacetilquitobiosido
(dimero de glucosa iina), no todos los ais-
lamientos mostraron actividad, incluso, la
mayoría de aislamientos mostraron una me-
dia, baja o ninguna actividad, Las enzimas
xilosidasa y celobiosidasa también fueron
variables entre los aislamientos, aunque muy
pocos mostraron dicha actividad. En con-
traste, la actividad fucosidasa no fue halla-
da en rungurio de los aislamientos. Los
anteriores resultados están de acuerdo con
los hallados por Mugnai el al. (1989) y
Barth y Bridge (1989), que al evaluar dife-
rentes aislamientos de B. bassiana con al-
gunas de las técnicas señaladas y con el
sistema APl ZYM encontraron que aquellos
muestran diferente actividad enzimática
para cada uno de los sus tratos evaluados.

Pocos metabolitos secundarios fueron detec-
tados en el sistema usado, las pocas manchas
vistas en 1as placas de CCD fueron verdes bajo
la luz UV y similares para la mayoría de ais-
lamientos.

La hidrólisis de la gelatina (proteasa) fue va-
riable, no todos los aislamientos presentaron
esta actividad, confirmando que ellos fueron
deficientes en la producción de proteasa
extracelular: estos resultados están de acuer-
do con los ha IIados por Bidoc hka y
Khachatourians (1990), En cuanto a la activi-
dad esterasa (degradación del Tween 80), la
mayoría de las aislamientos mostraron una
fuerte actividad con sólo dos aislamientos ne-

Tabla 2. Actividad enzimática extracelular y rnetabolitos secundarios de los aislamientos de
B. bassiana evaluados

Código Nace Cluc Quito Xilo Celu Rf

5

3

3

5

3

Cela AcCr Elast

5 73,7; 64,2

73,7; 64,2

73,7

73,7; 64,2

73,7

Bb9002

Bb9010

Bb9012

Bb9101

Bb9201

Bb9202

Bb9203

Bb9208

Bb9212

Bb92l3

Bb9215

Bb9305

Bb9307

Bb93 10

Bb9416

463

462

12944

327906

327907

327908

327909

327910

327911

327912

329064

329065

329066

329067

329756

331267

334659

335829

341525

341528

341532

5

5

5

5

5

5

3

5

3

5

5

5

5

3

5

5

5

3

5

3

3

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

3

5

5

3

5

5

3

3

3

3

5

73,7 3

73,7 3

73,7

73,7

81; 73,7; 57,6 5

73,7 5

73,7 5

73,7 3

73,7; 57,6

73,7 5

73,7 3

73,7; 64,2 5

73,7

73,7; 57,6 3

73,7; 57,6 3

73,7; 57,6

73,7

73,7 3
73,7 5

81; 73,7; 57,6

73,7 3

73,7

73,7

73,7

73,7

73,7

73,7

73,7

73,7

5

3

5

5 5

5

5

5

5

5

3

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

3

3

3

3

5

5

5

5

3

3

5

3

3

3

5

5

3

3

3

3

3

5

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

5

73,7

73,7

- No actividad 1 actividad baja 3 actividad media
Los datos de la actividad 4 Mufucosidasa fueron negativos,

3

3

5

3

3

5

5

5

3

5

5

3

3

3

5

3

3

3

5

5

3

5

5

3

5

3

5

3

3

3

3

3

3

3

3

3

5 actividad alta
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gativos (327908-335829). Para la hidrólisis de
la elastin-orceina (elastasa), todos los aisla-
mientos mostraron actividad sobre este
sustrato: estos resultados coinciden con los
hallados por Mugnai et al. (1989).

En general. los aislamientos se pueden divi-
dir en dos grandes grupos con base en estas
reacciones, un grupo consistentemente pre-
dominante de aislamientos con actividad
proteasa alta y baja actividad quitinasa y otro
grupo consistentemente predominante de ais-
lamientos de baja actividad proteasa pero
buena actividad quitinasa; creemos que es
una estrategia de adaptación, ya que la cutí-
cula de los insectos es un sistema quitina-
proteína (Rudal y Kenchington 1973; Sto
Leger el al. 1986), por tanto, el entomopa-
tógeno podría atacar alguno de los dos com-
puestos para la penetración de la cutícula.
Una estrategia en la escogencia de un aisla-
miento altamente virulento para utilizarlo en
el manejo integrado, sería aquel que tuviera
una alta actividad quitinasa y proteasa y que
mostrara una alta patogenicidad en los
bioensayos como lo son los aislamientos
Bb9002, Bb9202 y Bb,9203, teniendo en
cuenta que al introducir un nuevo aislamien-
to se podría alterar la población de
enrornopatógenos establecida.

El análisis isoenzimático con acetil y
propionil esterasas mostró un alto nivel de
uniformidad entre los aislamientos. La ma-
yoría tienen patrones muy similares de ban-
das de isoenzimas, aunque muy pocos
aislarn.entos dieron patrones únicos como
(Bb9213 y 327909). El análisis de las dife-
rencias entre los patrones mayores y meno-
res no señaló ninguna correlación simple con
el hospedero, origen geográfico o patoge-
nicidad. Las otras enzimas analizadas no in-
dicaron ninguna actividad, creemos que la
actividad catalasa no fue exhibida por nin-
guno de los aislamientos debido a la airea-
ción de los cultivos líquidos.

Los productos de amplificación con el 1I1i-
ciador GF resultó en la amplificación de una
sola banda con un tamaño aproximado de
3000 pb, mientras que con los otros inicia-
dores se generaron fragmentos desde 2600
hasta 5000 pb para RY,desde 1600 hasta 6000
pb para MR y desde 1600 hasta 4000 pb para
71. Los tres últimos iniciadores revelaron un
polimorfisrno útil para clasificar los aisla-
mientos. Los patrones de cada iniciador fue-
ron divididos en bandas (4-10) individuales
y los resultados para todos los aislamientos
fueron registrados en una base de datos para
la comparación numérica.

Los patrones de amplificación del iniciador
RY para los aislamientos Bb9213, 327909 y
329067 fueron muy distintos de los patrones
de los otros aislamientos, para MR los patro-

nes de Bb9213, 327909 y 341525 y para 71
los patrones de Bb9213 y 327909.

Los aislamientos que fueron bastante diferen-
tes de los otros por las técnicas de PCR, tam-
bién fueron consistentemente distintos por los
análisis isoenzimáticos (Bb9213 y 327909) y
el aislamiento 462 fue variado para dos de los
cuatro iniciadores utilizados.

Los resultados de las bandas de la PCR fue-
ron combinados con los resultados de las prue-
bas bioquímicas y moleculares y sus
similitudes fueron calculadas para producir un
dendograma (Fig. 1).

Discusión y Conclusiones
Aunque los aislamientos se pueden agrupar en
la base de sus actividades proteasas y
quitinasas, hay aparentemente poca variabili-
dad genética entre ellos Sin embargo, las di-
ferencias podrían hallarse entre aislamientos
con los patrones de las bandas de PCR; estas
fueron relativamente pequeñas y en la mayo-
ría de los casos podrían ser consideradas como
variaciones de un sólo patrón. "Esta situación
parecería ser aplicable a la gran mayoría de
los aislamientos examinados, aunque un pe-
queño número de aislamientos fue consis-
tentemente di ferente.

Parece no haber una correlación simple entre
antecedentes genéticos y hospedero o locali-
dad, aunque hay un número de asociaciones
interesantes. Primero, hay una tendencia en
los dendogramas para algunos de los aisla-
mientos del mismo año en asociarse en pe-
queños grupos, posiblemente representando
reaislamiento de la misma población (Bb9002
y Bb90 10, Bb9212 y Bb9215, Bb9307 y
Bb93 10). Segundo, los aislamientos del IMI
y del INRA, empleados como ejemplos de
variación geográfica, tienden a agruparse jun-
tos, más bien que con los otros aislamientos
estudiados; hubo una o dos excepciones a lo
anterior, las más notables fueron aislamientos
de México y Guatemala, esto puede indicar
que aunque los aislamientos de distribución
mundial están agrupados, puede ser que el gru-
po está formándose porque ellos son simila-
res en que ellos son di ferentes a los
aislamientos estudiados. El nivel de diferen-
cia es generalmente leve por las característi-
cas usadas aquí.

Las características y técnicas empleadas en
este estudio han sido previamente halladas
sensibles para di ferenciar poblaciones basa-
das en hospedero y localidad en otros
patógenos de plantas y entomopatógenos in-
cluyendo B. bassian a procedentes de
Cosniopolites sordidus (Germ.), Ostrinia
nubilalis (Hb.) y Phyllophaga sp; por tanto,
parece probable que estas técnicas son preci-
sas para representar la variabilidad genética
entre los aislamientos y que en este estudio

los analizados presentan muy poca variación
entre sí.

Resultados similares se han obtenido por otros
investigadores con poblaciones de
Metarhizium anisopliae (Riba el a!' 1987;
Fegan el a!' 1993; Pipe el a!' 1995), aunque
en esos casos la similitud total fue mucho me-
nor. En este estudio ningún aislamiento tuvo
resultados similares a otro y es posible que la
variación vista es debida a una menor varia-
ción en una población c1ona\. Este podría ser
determinado en pruebas posteriores incluyen-
do una serie de reaislarnientos conocidos y
subcultivos de los aislamientos de la micoteca
de la Disciplina de Entomología de Cenicafé;
similarmente, los resultados obtenidos podrían
indicar que ellos serían una forma de proceso
de selección en el aislamiento y mantenimiento
de los cultivos; para examinar esto, sería ne-
cesario obtener cultivos monoespóricos a partir
de los insectos infectados directamente y se-
leccionar a partir de éstos.

Un il portan te aspecto de este estudio ha sido
el inusual alto grado de homogeneidad obser-
vado entre los aislamientos. Con esto surge la
pregunta de cómo tal grado de uni formidad
genética es mantenido sobre un amplio rango
geográfico. Una posible explicación es que
poblaciones individuales de patógenos se es-
tablecieron por unos pocos aislamientos fun-
dadores que se originaron de una población
ancestral común y aquellos únicamente lleva-
ban una fracción de la variabilidad genética
que existía en la especie.

De acuerdo aFerré (1988), la mayoría de
cultivares de café que crecen en América, Asia
y Oceanía fueron introducidas desde Yemen.
Si la diseminación de B. bassiana fue efec-
tuada a través de la dispersión de la broca del
café, muchos aislamientos alrededor del mun-
do procedentes de este insecto podrían haber
sido originados a partir de una pequeña po-
blación común ancestral.

Aunque el efecto fundador puede explicar la
invariabilidad genética dentro de una región.
es inadecuado explicar la uniformidad del
fenotipo enzimático sobre una amplio rango
geográfico. Incluso. dentro de una población
fundadora, la población subsecuente crece y
la heterogeneidad ambiental podría establecer
más variabilidad con el tiempo (Mayr 1970).
Las tazas de mutación para los loci enzimáticos
basado en diferentes especies como cebada
(Khaler el al. 1984), Drosophila (Mukai y
Cockerham 1977) y en el hombre (Neel el (11.

1980) ha sido estimada en el rango de 10"por
locus por generación, si esta mutación es apli-
cada al loci de las enzimas en B. bassiana y
dado el alto potencial de reproductividad del
hongo sobre la broca del café (5 x 106

conidias/broca, González el al. 1993), podría
esperarse considerable variabilidad. El hecho
que se observa poca variabilidad enzimática
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Figura 1. Dendograma de los datos fisiológicos y moleculares de los aislamientos de B. bassiana.

entre los aislamientos sugiere que la mayoría
de variantes electroforéticas son deletéreas o
que un grupo de loci enzimáticos coadaptados
en B. bassiana ha sido seleccionado bajo la
influencia del hospedero.

Resumiendo, los resultados indican un alto
nivel de similitud entre los aislamientos estu-
diados con sólo pequeñas variaciones en los
marcadores moleculares. Esto es contrastante
con la significativa variación fenotípica en
patogenicidad y producción de enzimas
extracelulares. La variabilidad de los diferen-
tes resultados con las pruebas enzimáticas eva-
luadas muestra el amplio rango de hospederos
del hongo B. bassiana y su poca clara especi-
ficidad.

Bibliografía
BARTH. M. G. M.; BRIDGE, P. D. 1989.4

Methylumbelliferyl substituted compounds as

fluorogenic substrates for fungal extracellular
enzymes. Letters in Applied Microbiology v.

9, p. 177-179.

BIDOCHKA, M. J.; KHACHATOURIANS, G. G.
1990. ldentification of Beauveri a bassian a
extracellular protease as a virulence factor in
pathogenicity toward the migratory
grasshopper Melanoplus sanguinipes. Journal
of Invertebrate Pathology. v. 56, p. 362-370.

BRIDGE. P. D.; ABRAHAM. Y. J.; CORNISH,
M.C.; PRIOR, C; MOORE, D. [990. The
chemotaxonomy of Beauveria b as s i an a
(Deureromycotina: Hyphomycetes) isolares
from the coffee berry borer Hypothenemus
hompei. Mycopathologia v. 111, p. 85-90.

_____ . PEARCE. D. A.; RIVERA, A.; RU-
THERFORD. M. A. 1996. VNTR denved
oligonucleotides as PCR primers for population
studies in filamentous fungi. Letters in Applied
Microbiology en prensa.

FEGAN, M.; MA NERS.1. M.;. MACLEA . D. J.:
IRWIN, 1. AG.: SAMUELS, D. Z; HOLDOM.
D. G.; t.r, D. P. 1993. Randorn arnplified poly-
morphic DNA markers reveal a high degree of
genetic diversity in the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae varo anisopliae. Journal
ofGeneral Microbiology V. 139. p. 2075·2081.

FERRÉ. F. 1988. La aventura del café. Amilcare
Pizzi S. p. A. Milan, Italia. 272 p.

GONZÁLEZ, M. T.: POSADA, F. J.; MO TES.
L. M. 1993. Potencial de inoculo de Beauveria
b as s i an a (Bals.) Vuill. producido sobre
Hypothenemus lutnipei (Ferrari). En: Congre-
so de La Sociedad Colombiana de Entomología
Cali (Colombia). p. 102 1993. 13·16 julio. Cal,
(Colombia). SOCOLE

HEGEDUS D. D.; KHACHATOURIANS. G. G.
1988. Production oran extracellular lipase by
Beauveria bassiana. Biotechnology letters v.
10. p. 637-642.



Caracterización bioquímica y molecular de aislamientos de Beauveria bassiana 57

1996. ldentification and diffe-
rentiation of the entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana using polymerase chain
reaction and single-strand conformation
polypmorphism analysis. Journal of Inverte-
brate Pathology, v, 67, p. 289-299.

KHALER, A. L.: ALLARD, R. W; MILLER, R.
D. 1984. Mutation rates for enzyme and
morphological loci in barley iHordeum vulgare
L.). Genetics v. 106, p. 729-734.

LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A.
L.; RA DALL. R. J. 1951. Protein measure-
ment with the folin phenol reagent. Journal of
Biological Chernestry v. 193, p. 265-275.

MAYR, E. 1970. Populations, species and
evolution. Harvard University Pr e s s ,
Cambridge, MA. USA. 453 p.

MUGNA1, L.; BRIDGE, P. D.; EVANS, H. C.
1989. A chemotaxonornic evaluation of the
genus Beanveria. Mycological Research v. 92,
p. 199-209.

MUKAI, T., COCKERHAM, C. C. 1977.
Spontaneous mutation rates at enzyme loci in
Drosophila melanogaster. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United
States of America. v. 74, p. 2514-2517.

NEEL, J.Y.; MOHRENWEISER, 1-1.W; ME1SLER,
M. H. 1980. Rate of spontaneous mutation at
human loci encoding protein s t r uc t ur e .
Proceedings of the National Academy of
Sciences ofthe United States ofAmerica v. 77,
p. 6037 -6041.

PATERSON, R. R. M.; BRIDGE, P. D. 1994.
Biochernical techniques for filamentous fungi.
International Mycological lnstitute - CAE
International. 125 p.

P1PE, N. D.; CHANDLER, D.; BAINBRlDGE, B. W;
HEALE, J. B. 1995. Restriction fragment lenght
polymorphisms in the ribosomal RNA gene
cornplex of isolates of the entomopathogenic
fungus Metarhizium anisopliae. Mycological
Research v. 99, p. 485-491.

RlBA, G.; AQUINO, M. L.; ALVES, S. 1987.
Polymorphisme chez des souches brésiliensis
de I'hyphomycéte entomopathogéne
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok in,
inféodées a des Cercopidae. Agronomie v. 7.
p.763-768.

RUDALL, K. M., KENCHINGTON, W 1973.
The chitin systern. 8iological Review v. 49.
p.597-636.

RYSKOV, A. P.; JlNCHARADZE, A. G: PROS-
NYAK, M. l.; IVA OY, P. L.; L1MBORSKA.
S. A. 1988. M 13 phage DNA as a universal
marker for DNA fingerprinting of animals.
plants and microorganisms. FEBS Letrers v.
233, p. 388-392.

SNEATH, P. H.A.; SOKAL, R. R. 1993. Numerical
taxonomy, San Francisco. USA. W H. Freeman
and Co. 450 p.

SI. LEGER. R.J.; COOPERo R.M., CHARNLEY. A.K.
1986. Cuticle-degrading enzyrnes 01' entorno-
pathogenic fungi: Cuncle degradauon in vieraby
enzymes from entomopathogens. Journal 01'
lnvertebrate Pathology v. 47. p. 167-177.


