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RESUMEN. El integumento de los insectos posee condiciones que pueden ser exploradas como fuente de nu-
trición para un grupo de hongos especializados. Beauveria bassiana puede germinar, penetrar la cutícula e in-
vadir el hemocelo y causar la muerte de los insectos, lo cual sugirie que las condiciones necesarias para la ger-
minación de las conidias y el crecimiento hifal están presentes en el integumento del insecto susceptible. Dada
la importancia que tiene el sustrato de producción en la virulencia de los hongos, se cuantificó y determinó la
relación entre la patogenicidad de cuatro aislamientos de B. bassiana (Bb9007, Bb9009,Bb9015 y Bb9205) ais-
lados de insectos de los órdenes Coleoptera,Hemiptera y Lepidoptera, cultivados en medio SDA suplementa-
do con integumento de broca al 0,5%, en amortiguador fosfato pH 7,0,al igual que la patogenicidad del aisla-
miento Bb9205 subcultivado durante cinco meses en el mismo medio. Se observaron incrementos altamente
significativos, superiores al 80%, en los cuatro aislamientos evaluados después de ser cultivados en el medio
SDA + integumento de broca. El aislamiento Bb9205 subcultivado cada quince días, en este medio conservó
una patogenicidad entre 87,5% y 100%,con un tiempo promedio de mortalidad inferior a 3,7 días. Se determi-
naron diferencias significativas (P>0,05%) entre tratamientos. La mayoría de los aislamientos de B. bassiana
puedan causar alta mortalidad a la broca, si permanentemente se proporciona al hongo el sustrato requerido
para desarrollarse e inducir las enzimas requeridas para su patogenicidad.

Pa l abras clave : Beauveria bassiana, Hypothenemus hampei, Broca del café, P a t o g e n i c i d a d , C a f é , C o n t r o l
b i o l ó g i c o.

A B S T R AC T. I n c rease of pathogenicity of Beauveria bassiana t owards Hypothenemus hampei using insect
integument in the culture medium. The insect integument has conditions that may be explored as a nutritional
source for a group of specialized fungi B.b a s s i a n a can germinate,penetrate the cuticle,invade the hemocele and
cause the death of insects which suggests that the conditions necessary for germination of the conidia and growth
of the hyphae are present in the integument of the susceptible insect. Given the importance of the production
substrate in the virulence of fungi, the relation among the pathogenicity of four isolates (Bb9007, B b 9 0 0 9 ,
Bb9015 and Bb9205) of B.b a s s i a n a,isolated from insects of the orders Coleoptera,Hemiptera and Lepidoptera
and grown on SDA medium supplemented with 0,5% borer integument ground in phosphate  buffer pH7,0 was
quantified and determined,as well as the pathogenicity of isolated Bb9205 subcultured for five months on the
same medium. Highly significant increases were observed,greater than 80%,in the four isolates evaluated after
being cultured on the SDA + borer integument medium. Isolate Bb9205 subcultured every 15 days, on this
medium maintained a pathogenicity of between 87.5% and 100%,with and average mortality time of less than
3.7 days. Significant differences (P>0,05%) between the treatments were determined. Most of the B. b a s s i a n a
isolates can caused high borer mortality,if the fungus is constantly provided with the substrate required for the
development and induction of the enzymes required for its pathogenicity.
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Introducción

En Colombia,la broca del café Hypothenemus hampei

(Ferrari), se ha constituido en la principal plaga de la

caficultura,debido a los graves daños que causa en los

frutos, la disminución de su calidad,la reducción en el

volumen de café para exportación y las pérdidas eco-

nómicas del caficultor por la inversión en labores de

control (Bustillo et al. 1998).

El integumento de los insectos, formado por la

epidermis y la cutícula, tiene gran importancia en re-

lación con su defensa y protección, al crear barreras

contra la desecación y enfermedades.Además de pro-

teínas y quitina contiene otros compuestos menores

como precursores fenólicos de quinonas, ácidos gra-

s o s, ésteres de alcaloides y alcoholes grasos. ( A n d e r-

sen 1979).Su estudio es importante para entender los

mecanismos de virulencia de los distintos patógenos

( Willis 1987, Khachatourians 1991). La composición

del integumento de los insectos se ha explorado como

fuente de nutrición de algunos hongos (Smith y Gru-

la 1981), por ejemplo Beauveria bassiana ( B a l s a m o )

Vuillemim puede germinar, penetrar la cutícula e in-

vadir el hemocelo de muchos insectos, lo que sugiere

que las condiciones necesarias para estos procesos es-

tán presentes en los insectos susceptibles (Ferrón

1981, Khachatourians 1991). Los niveles de germina-

ción, desarrollo micelial, producción de conidias y vi-

rulencia se han incrementado en B. bassiana al adicio-

nar al medio de crecimiento cadáveres de insectos,

manteniendo estas características después de varias

transferencias en medios de cultivo sin los insectos

(Elsufty 1983). La penetración se produce por un sis-

tema enzimático de lipasas, proteasas y quitinasas li-

beradas al comienzo de la germinación de la espora

(Khachatourians 1991, St Leger et al. 1991).

Para el control de H . h a m p e i dentro de un esque-

ma de manejo integrado se recomienda el uso del B.

b a s s i a n a (Bustillo 1998),el cual se ha convertido en un

importante factor de mortalidad en los cafetales (Ruíz

1 9 9 6 ) . Los programas de control con este hongo buscan

aislamientos altamente patogénicos, r e c o m e n d á n d o s e

para su producción reactivar el hongo sobre adultos vi-

vos de H . h a m p e i (Vélez et al. 1 9 9 7 ) . Sin embargo, e s-

to requiere mantener una colonia del insecto lo cual re-

trasa y encarece el proceso. Una alternativa en este

proceso sería el uso de integumento obtenido de mate-

rial muerto de la broca del café.El objetivo de este tra-

bajo fue determinar el incremento de la patogenicidad

de aislamientos de B. b a s s i a n a a H . h a m p e i u t i l i z a n d o

integumento del insecto en el medio de cultivo.

Materiales y métodos

Obtención de las cepas y medios de cultivo

Se evaluaron los aislamientos de B. b a s s i a n a c o d i f i-

cados como: B b 9 0 0 7 , proveniente de L e p t o p h a r s a

gibbicarina (Stal), Bb9009 de H. hampei; Bb9015 de

origen tailandés y hospedante desconocido y Bb9205

de Diatraea saccharalis (F.),los cuales se mantienen e n

el cepario de entomología de Cenicafé bajo refrigera-

ción (4°C) en medio de cultivo Sabouraud Dextrosa

Agar (SDA ) . Para la recuperación y crecimiento del

hongo se utilizó el medio SDA sólo y suplementado con

integumento de broca. Para la preparación del medio

de cultivo, se recolectaron brocas muertas de la unidad

de cría de parasitoides de Cenicafé, se desinfestaron

con hipoclorito de sodio al 0,5%,se maceraron en una

solución amortiguadora fosfato pH 7,0 y se esterilizó en

autoclave a 120 lb de presión durante 20 min.Se usaron

0,5 g del macerado de broca,los cuales se adicionó a 100

ml del medio de cultivo SDA , posteriormente se esteri-

lizó la mezcla.El medio se vertió en cajas de Petri de 9

cm de diámetro,colocando 12 ml de medio por caja.

Prueba de germinación

La viabilidad de las conidias de los aislamientos de B.

bassiana se determinó al iniciar el experimento y des-

pués de aplicar los tratamientos. Inicialmente, la ger-

minación se determinó en el medio Agar- Agua (AA)

sin acidificar. Luego se cultivó el hongo en el medio

SDA + integumento de broca y después de la esporu-

lación se evaluó la germinación en los medios AA y

SDA + integumento de broca. Las observaciones so-

bre germinación se realizaron a las 4, 8,12, 16,20 y 24

horas, después de la siembra, siguiendo la metodolo-

gía descrita por Vélez et al. (1997).

Bioensayos de patogenicidad

En los bioensayos de patogenicidad se siguió el procedi-

miento descrito por González et al. ( 1 9 9 3 ) .La concentra-

ción del inóculo empleado fue de 1 x 107 esporas/ml y

para cada tratamiento se utilizaron cuatro repeticiones

de 10 brocas cada una. La mortalidad se evaluó diaria-

mente durante 10 días con la ayuda de un estereoscopio.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron a los cuatro

aislamientos antes y después de cultivar el hongo en el

medio SDA + integumento, y al aislamiento Bb9205

subcultivado 10 veces,uno cada quince días,en medio de

cultivo SDA + integumento.A cada subcultivo se le rea-

lizaron las pruebas de patogenicidad descritas. Con los

resultados obtenidos se estimó el porcentaje de mortali-

dad de cada aislamiento, el tiempo promedio de morta-

lidad y el tiempo en el cual muere la mitad de la

población (TM5 0) de cada uno de los aislamientos.
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Resultados y discusión

Crecimiento del hongo

En todos los tratamientos con B.bassiana cultivado en

SDA + integumento de broca del café se observó un

crecimiento más rápido y una producción más abun-

dante de esporas, posiblemente, debido a los nutri-

mentos aportados por el integumento, a diferencia del

hongo cultivado solo en SDA, el cual alcanzó un me-

nor desarrollo. Resultados similares fueron encontra-

dos por Smith y Grula (1981), quienes registran un

mayor crecimiento de B. bassiana cuando el medio de

cultivo, contiene fuente de carbono, fracciones de in-

tegumento pulverizado, almidón o quitina.

Germinación

Los aislamientos de B.bassiana seleccionados para es-

te estudio se recolectaron de una colección del hongo

mantenida en refrigeración. Cuando se colocaron en

el medio de cultivo Agar- Agar (AA) para su germi-

nación, ésta fue nula a las 24 horas de incubación. Sin

embargo, cuando el hongo se cultivó en SDA + inte-

gumento de broca, hubo germinación. Un nuevo sub-

cultivo de estos aislamientos usando AA y SDA + in-

tegumento presentó una germinación mayor y más

rápida usando el último medio (Cuadro 1). A las 24

horas de incubación, se observaron hifas más gruesas,

largas y más oscuras. Estos resultados muestran que

la germinación es más rápida cuando se utilizan sus-

tratos enriquecidos, lo que se traduce en una mayor

virulencia del patógeno, como se observó posterior-

m e n t e. Esto ha sido comprobado por otros investiga-

dores que han encontrado estímulo al proceso germi-

nativo en otros hongos, al adicionar al medio de 

cultivo integumento de insectos (Al-Aidroos y Roberts

1 9 7 8 , Dillon y Charnley 1990, El Sayed et al. 1 9 9 1 ,

El Sayed et al. 1 9 9 3 a , 1 9 9 3 b ) .

Patogenicidad

Los resultados de mortalidad de los cuatro aislamien-

tos evaluados se presentan en el Cuadro 2. Los dife-

rentes aislamientos incrementaron su patogenicidad

significativamente cuando se subcultivaron en el me-

dio suplementado con integumento con respecto a los

no suplementados con integumento. Este aumento va-

rió entre 80 y 100% para todos los aislamientos. Re-

sultados similares se han determinado con otros insec-

tos y diferentes hongos (Hayden et al. 1992).

Después de subcultivar el aislamiento Bb9205

diez veces, con intervalos de 15 días, en el medio SDA

+ integumento, su patogenicidad se mantuvo entre

87,5% y 100% con un tiempo de mortalidad que varió

entre 3,1 y 3,7 días (Cuadro 3). Este resultado coinci-

de con los obtenidos por Elsufty (1983), quien infor-

mó que la virulencia de B. bassiana se incrementó a

través de seis subcultivos en un medio enriquecido

con larvas de insectos. St Leger et al. (1992), sugieren

que la susceptibilidad o resistencia de un insecto a un

hongo en particular, puede estar determinada por los

componentes de la cutícula al inicio de la infección.

Estos resultados son de gran utilidad, si se tiene en

cuenta que los hongos entomopatógenos cultivados

en medios no enriquecidos o carentes de insectos re-

ducen su patogenicidad a través de pases sucesivos,

como ha sido demostrado con los hongos B. bassiana,

Metarhizium anisopliae y Verticillium lecanii por va-

rios investigadores (Kawakami 1960, Schaerffenberg

1964, Fargues 1972, Nagaich 1973, Hall 1980, Morrow

et al. 1989, Ignoffo et al. 1992).

Otro aspecto importante en el incremento de la

patogenicidad,se debe a que B. bassiana produce mu-

chas enzimas extracelulares en medios nutritivos tales

como proteasa, lipasa y quitinasa, las cuales están in-

C u a d ro 1. Germinación de cuatro aislamientos de B. b a s s i a n a recuperados en SDAsuplementado con integumento de H .h a m p e i
varias horas después de su exposición en dos medios de cultivo.

Aislamiento recuperado Medio de germinación Horas de exposición y germinación (%)

4 8 12 16 20 24

9007 AA* 0 0 10,5 58,6 83,6 92
SDA**+ integumento 0 0,3 23,1 70,7 92,1 100

9009 AA 0 0 10 45 62 73
SDA + integumento 0 0 16 55 88 100

9015 AA 1,7 1,2 16,1 47,1 73,2 88,5
SDA + integumento 2,2 3,2 28,8 67,3 88,8 100

9205 AA 0 1,3 16,2 62,4 83,5 96,1
SDA + integumento 0 2,3 24,4 87,7 95,5 100

*AA= medio Agar- Agua **SDA= medio Sabouraud Dextrosa Agar
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volucradas en la penetración del integumento del hos-

pedante y en consecuencia en la infección y su expre-

sión está influenciada por la concentración de la cutí-

cula y el origen de la misma en el medio de cultivo (St

Leger et al. 1992, El Sayed 1993a).

Los resultados de este estudio comprueban que

B. bassiana puede ser conservado en medio de cultivo

suplementado con integumento de broca, para incre-

mentar y mantener su patogenicidad, lo cual obviaría

la necesidad actual de pasar por un proceso de reacti-

vación en un bionensayo con colonias de broca del ca-

fé,lo que resulta en un proceso más rápido y económi-

co (González et al. 1993,Vélez et al. 1997).

Tiempo medio de mortalidad (TM50)

La mortalidad de los adultos de broca,tratados con los

cuatro aislamientos cultivados en SDA + integumento

de broca, inició a los dos días con los aislamientos

Bb9007 y Bb9205 y hasta el quinto día con Bb9009 y

B b 9 0 1 5 , con un T M5 0 entre 2,4 días (Bb9007) y 3,1 días

(Bb9009) (Fi g. 1 ) . Cuando el hongo se cultivó solo en

S DA la mortalidad no fue mayor al 20% (Cuadro 2).

Una tendencia similar en el T M5 0 se presentó con

el aislamiento Bb9205 subcultivado 10 veces sucesi-

vamente en el medio SDA + integumento, el cual os-

ciló entre 2,7 y 3,5 días, observándose que a medida

que el hongo se desarrolla en este medio, d i s m i n u y e

el valor del T M5 0 (Cuadro  3). La muerte rápida de la

broca y la producción temprana de un gran número

de esporas sobre el cadáver de insectos puede facili-

tar una mayor diseminación de la enfermedad sobre

sus poblaciones (Heale et al. 1 9 8 9 ) . De acuerdo con

Bidochka y Khachatourians (1990), las proteasas son,

probablemente, las enzimas más importantes en la pa-

togenicidad  de un aislamiento y su ausencia conduce

a la prolongación del tiempo de mortalidad.

Estos resultados sugieren que es posible que la

mayoría de los aislamientos de B. bassiana puedan

causar altas mortalidades a la broca del café si a través

de su cultivo se le proporciona el sustrato requerido

para su desarrollo e inducir así,las enzimas requeridas

en el proceso de patogenicidad, lo cual contribuirá en

la formulación de un producto con mejores caracterís-

ticas biológicas y consecuentemente en un mayor con-

trol de H. hampei.

Cuadro 2. Mortalidad promedio y tiempo promedio de mor-
talidad de H. hampei causado por cuatro aislamientos de B.
bassiana en medio SDA sin ser suplementado con integu-
mento de broca (a) y después de ser suplementado (d).

Mortalidad Tiempo de
( % ) mortalidad (días)

a d a d
X ±DE X ±DE X ±DE X ±DE

Bb9007 12,5 1,5 97,5 0,5 5,0 1,4 2,9 0,8
Bb9009 0 0 100 0 0 0 3,4 0,8
Bb9015 12,5 1,25 100 0 4,2 2,2 3,2 0,9
Bb9205 20,0 1,15 100 0 4,8 0,8 2,7 0,5

*DE= desviación estándar

Cuadro 3. Mortalidad promedio, tiempo promedio de morta-
lidad y TM50 de adultos de H. hampei causada por B.

bassiana (Bb9205) cultivado en SDA suplementado con inte-
gumento de broca durante 10 subcultivos.

Subcultivos Mortalidad Tiempo T
de Bb9205 ( % ) promedio de

mortalidad (días)
X ± DE* X ± DE TM50

1° 87,5 1,5 3,7 0,9 3,5
2° 87,5 0,5 3,7 0,6 3,2
3° 87,5 1,5 3,4 0,8 3,0
4° 90,0 0,5 3,4 1,1 2,9
5° 90,0 1,0 3,6 0,8 3,0
6° 97,5 0,5 3,5 0,6 3,1
7° 92,5 1,0 3,1 1,1 2,8
8° 100 0 3,4 0,6 2,8
9° 87,5 1,9 3,7 0,8 3,1

10° 97,5 0,5 3,3 0,4 2,7

*DE= desviación estándar

Figura 1. Mortalidad acumulada y tiempo medio de mortali-
dad (TM50) de H. hampei causado por cuatro ais-
lamientos de B. bassiana después de subcultiva-
dos en medio SDA + integumento de broca.
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