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¿Cómo reactivar la virulencia
de Beauveria bassiana para el
control de la broca del café?
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P
ara desarrollar programas de control de insec-

tos plagas mediante hongos entomopatógenos

es necesario obtener formulaciones que conser-

ven sus características biológicas al ser utilizadas en el

campo (Alves y Pereira 1998). La producción indus-

trial de estos hongos se debe iniciar con un organismo

cuya viabilidad y eficacia asegure la calidad del pro-

ducto final, para ello se requiere que estos se pasen o

reactiven sobre el insecto al cual van dirigidos y así

conservar sus propiedades patogénicas y su virulencia

(Aizawa 1971, Wasti y Hartmann 1975, Fargues y Ro-

bert 1983, Moore y Prior 1993). Este es el caso de la

broca del café (Hypothenemus hampei, Ferrari) para

el cual se ha demostrado que el cultivo sucesivo de

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin,en un sustra-

to sintético o sobre un cereal como arroz, reduce la vi-

rulencia del hongo (Cenicafé 1993a).

Existen muchos procesos de laboratorio docu-

mentados en la literatura (Alves et al. 1998) para tra-

bajar con insectos, pero muy poca información sobre

los detalles para la reactivación o incremento de la vi-

rulencia de hongos a partir de insectos sanos. El pro-

ceso de reactivación de la virulencia del hongo no es

difícil pero hay que tener acceso a colonias sanas del

insecto en estudio y un equipo básico de materiales y

elementos en un área aséptica para evitar la contami-

nación. Un programa de investigación con entomopa-

tógenos implica la necesidad inicial de obtener los ais-

lamientos más eficientes y el desarrollo de un bioen-

sayo confiable que permita la selección del mejor

entomopatógeno sobre el hospedante a  controlar

(González et al. 1993, Prior et al. 1995).

Es posible seleccionar un aislamiento de un en-

tomopatógeno por especificidad y mayor virulencia

a partir de cultivos multiespóricos, realizando pases

sucesivos sobre el insecto de interés. La reactiva-

ción se puede hacer aún en sitios distintos a labora-

t o r i o s, como cocinas de fincas cafeteras pero guar-

dando la mayor asepsia posible, como es el caso de

hongos producidos en fincas o por cooperativas ca-

f e t e r a s, en los cuales se reemplazan algunos de los

elementos necesarios por otros menos costosos o

más asequibles al productor (Antía et al. 1 9 9 2 , C e-

nicafé 1993b). En Colombia, recientemente se han

desarrollado técnicas para el control de calidad de

formulaciones de entomopatógenos que permiten

dar seguimiento a los laboratorios (Vélez et al.

1 9 9 7 ) . Los procesos sobre almacenamiento y pre-

servación de la virulencia de los hongos entomopa-

togénicos en diferentes sustratos han sido reciente-

mente estudiados por Alves et al . (1996) y Bahamon

et al . ( 2 0 0 1 ) .

Manejo Integrado de Plagas (Costa Rica) No. 63 p . i - i v, 2 0 0 2



ii

Necesidades
Para la reactivación de la virulencia de B. bassiana so-

bre adultos de H. hampei, se necesita lo siguiente: una

área aséptica de trabajo, hipoclorito de sodio comer-

cial al 5,25%, (Hipoclor®, Clorox®, etc.), alcohol de

70° y 90°, adultos de H.hampei activos, cajas plásticas

tipo galletera (17cm x 11cm x 7cm),papel toalla o pa-

pel filtro, agua destilada estéril (ADE), "beaker"  de

250 ml, botellas de licor planas de boca angosta y 375

cc de capacidad, cajas Petri, mecheros de gas o alco-

hol,olla autoclave ó autoclave horizontal, pinceles #1,

pipetas de 1 y 10 ml y tubos de ensayo de 20 ml con ta-

pa rosca, medio de cultivo Sabouraud Dextrosa Agar

(SDA), arroz de buena calidad, cultivo puro de B.

bassiana.

Procedimiento
Para reactivar la virulencia de B. bassiana sobre la

broca del café se procede como se describe a conti-

nuación:

1) Se limpia el área donde se va a trabajar con hipo-

clorito de sodio o alcohol antiséptico (70°). Inme-

diatamente después se prenden los mecheros que

se van a utilizar.

2) Para la inoculación con el hongo se deben seleccio-

nar brocas adultas recién emergidas de una colonia

de laboratorio, que muestren gran actividad, las

cuales se transportan en cajas plásticas a las que se

les adiciona papel picado para evitar su mutilación.

Este material biológico se debe utilizar lo más rápi-

do posible. Los cultivos de los hongos entomopató-

genos que se van a utilizar deben estar libres de

contaminantes (Fig. 1).

3 ) Los beakers, cajas Petri, el A D E , papel filtro y de-

más material necesario se esterilizan en un auto-

clave a 121 ºC a 15 libras de presión durante 15

m i n . El medio SDA se prepara usando 65 g en 1 L

de agua y disolviéndolo al calor. Se vierte en tubos

de ensayo, 8 ml en cada tubo; si se usan botellas

planas se adicionan 50 ml del medio.Para preparar

las botellas con sustrato de arroz se agregan 50 g

de arroz y 50 ml de agua. Luego estos medios se

esterilizan en autoclave de la forma antes descrita.

Para su solidificación, los tubos se colocan en for-

ma inclinada y las botellas horizontalmente. Ta m-

bién se puede preparar el SDA en cajas Petri este-

r i l i z a d a s, adicionando 15 ml del medio

previamente esterilizado cuando alcance una tem-

peratura de ±40 °C.

4 ) Las brocas se desinfectan con hipoclorito de sodio al

0 , 5 % , que se prepara tomando 10 ml del producto

comercial de una concentración del 5,25% y se dilu-

ye con ADE hasta alcanzar un volumen de 100 ml.

5) Las brocas se sumergen durante 10 min en la solu-

ción de hipoclorito de sodio, se pasan a través de

una tela fina  (tul),se lavan tres veces con abundan-

te ADE (Fig. 2).

Luego se colocan en papel toalla esterilizada, para

eliminar el exceso de agua, con la ayuda de un pin-

cel,se escogen 50 brocas activas y se pasan a una ca-

ja Petri esterilizada (Fig. 3).

6) Posteriormente, las brocas se inoculan por inmer-

sión durante 2 min en 10 ml de la suspensión del

hongo a una concentración de 1x108 conidios/ml.

Luego las brocas se pasan a una caja Petri o reci-

piente adecuado, que tenga en su interior una toa-

lla de papel esterilizada la cual debe permanecer

húmeda para facilitar el desarrollo del hongo sobre

el insecto. Las cajas se deben sellar con un plástico

adhesivo Vinilpel® ó cinta adhesiva Tesa® (Fig. 4).

7 ) Después de 6 a 10 días, es decir,cuando el hongo se

ha desarrollado completamente sobre el cuerpo de

la broca (Fi g. 5 ) , estas se toman individualmente con

un pincel esterilizado o desinfectado con alcohol an-

t i s é p t i c o, se someten a una nueva desinfección su-

perficial con hipoclorito de sodio comercial al

5,25% por 1 min y sin lavar se colocan inmediata-

mente sobre papel filtro o toalla previamente esteri-

lizado para retirar el exceso de hipoclorito de sodio.

8) Luego las brocas se introducen individualmente en

el centro de tubos de ensayo con el medio de culti-

vo SDA inclinado, ó en cajas Petri. En las botellas

con sustrato de arroz esterilizado, se colocan tres

brocas por botella (Fig. 6).

Cuando el hongo invade totalmente el medio

(Fig. 7), las esporas se suspenden asépticamente en

ADE, a la cual se le adiciona "Tween 80" al 0,1% pa-

ra lograr su separación. Esto se hace en tubos de en-

sayo con tapa rosca o en beakers de 250 ml. La sus-

pensión de conidios se utiliza para preparar los

"cultivos madre" (los que servirán para reproducir el

hongo);adicionando 1 ml con una pipeta o con una je-

ringa estéril en botellas planas de 375 ml con SDA ó

sustrato de arroz, preparados como se describe en

punto 3. Estos cultivos madre son los que se utilizan

para iniciar cualquier proceso de producción masiva,

tanto artesanal como industrial (Fig. 8).



Figura 5. Adulto de
broca del café
infectado con el
hongo B. bassiana.
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Figura 1.
Cultivo puro
del hongo
B. bassiana.

Figura 2. Desinfección
de las brocas, a)
inmersión en una
solución de hipoclorito
de sodio; b) remoción
del hipoclorito con agua
destilada estéril.

a

b

Figura 3. Secado de
las brocas sobre
papel toalla estéril.

Figura 4. Infección de
adultos de broca con el
hongo; a) adición de la
suspensión del hongo
sobre adultos de brocas; b)
traspaso de las brocas de
la tela de tul a una caja de
Petri, con papel toalla
humedecido para favorecer
la infección del hongo.

a

b

Figura 6.
Inoculación del
hongo usando
insectos infectados,
a) siembra en una
caja de Petri con
medio SDA; b)
siembra en una
botella con sustrato
de arroz.

Figura 7. Apariencia del hongo B. bassiana reactivado en
broca, (a), cultivado en sustrato de arroz, (b) en un tubo
de ensayo con SDA.
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Figura 8. Producción
de la cepa madre. a)

Inoculación en SDA con suspensión del hongo reactivado
en broca, b) desarrollo del hongo B. bassiana en SDA
después de ocho días de inoculación.
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Consideraciones finales
El procedimiento descrito se puede seguir para

aislar y reactivar la virulencia de hongos entomo-

pátogenos que afectan muchas especies de insec-

t o s, con fines de investigación y/o producción ma-

siva para ser utilizados comercialmente, h a c i e n d o

las variaciones pertinentes de acuerdo al insecto

en estudio.
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