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NOTA CORTA 

CRECIMIENTO Y ESPORULACION DE Hirsutella thompsonii EN 
MEDI OS NATURALES Y CONSERVACION DE SU VIABILIDAD EN 

DIFERENTES SOPORTES 

por Teresa Mier, 
Fernando Rosete e 
Il ia Garibay * 

GROWTH AND SPORULATION OF Hirsutella thompson i i IN 
NATURAL MEDIA AND THE CONSERVATION OF ITS VIABILITY 

IN DIFFERENT SUPPORTS 

SUMMARY 

The hyphomycete acarine pathogen, Hirsutella thompsonii, was 
grown in liquid culture media composed of natural carbon and 
nitr ogen sources cointained in wheat bran , potato-carrot, corn 
meal and corn steep liquor , with or without 0 . 5 ml of Tween 80 and 
incubated for 13 days at 26-28°C in a s haker bath at 70 hits;min. 
Fungal biomass was determined by the mycelium dry weight, and 
sporulation by number of conidia/ml. Biomass production was higher 
in wheat bran, and in corn meal media with Tween 80. The higher 
concentration of conidia ( 5.5 x 104 conidiafml ) was observed in 
wheat bran medium without Tween 80 . The addition of Tween 80 did 
not increase the production of conidia. The fungu s was stored in 
straw, wheat bran, sterile distilled water , physiological saline 
solution, mineral oi l or 10% glicerol, and in anhydrous silica gel, 
at room and refr igeration temperatures . Low temperature was more 
efficient in maintaining viability during the storage period. 

RESUMEN 

El hifomicete pat6geno de Acaros , Hirs utella thompsonii, fue 
cultivado en medias liquidos obtenidos a parti r de salvado de trigo 
(SAL), papa-zanahoria (PZ), harina de maiz (t~) e infusion de maiz 
( IM), como fue ntes naturales de carbona y nitr6geno, con o s i n 0.5 
ml de Tween 80, e i ncubado a 26- 28°C con agitaci6n de 70 golpesfmin 
durante 13 dias. La biomasa fungica se estim6 por peso seco y la 
esporulaci6n por el numero de conidiosfml. La mayor b iomasa se 
obtuvo en los medias de SAL y HM adicionados con Tween 80 . La mayor 
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conce ntraci6 n de con i d i o s ( 5.5 x 104 c onidios/ml) s e encontr6 en e l 
media SAL sin TWee n 8 0 . No se obser v6 el e fecto e s timul ante d e l 
TWeen 8 0 s obre l a esporogene s is. El ho ngo fue conserv ado e n pa j a, 
sa lvado d e t r igo , agua dest ilada , soluci6n sal ina fis i o l 6gica, 
aceite mineral , o glicerol al 10%, y en gel de silice anhidro , a 
t e mpera turas ambiente y de refr iger aci6n . La v iab ilidad del ho ngo 
s e conserv6 durante e l periodo de almacenamiento e n todos l os 
soport es utilizados y f ue favorecida por la temperatura de 
r e f r iger aci6n. 

Las esp ecies del genero Hirsutella se disting uen par ser 
e nemigos naturales de ~caros e insect os que const ituyen plagas de 
repercusi6n econ6mica en la producci6n de diversos cultivos 
(Cabrera, 1977; McCoy, 1981). 

En Mexico se ha encontrado H· thompsonii en el ~caro del 
cocot ero, Eryophyes guerreronis (Hall~~ .• 1980), habiendose 
probado su patogenicidad hacia el eri6fido (Sampedro y Rosas, 
1989) . H· thompsonii tambien ha side encontrado en Phylocoptruta 
olei vor a Ashm. , el ~caro de los c1tricos. 

Debido al interes que ha susci tado este hongo como agente 
potencial para el control bial6gica de estas plagas, gran parte de 
l o s estudios sabre su comportamiento fisiol6gico se ha realizado 
con el prop6sito de determinar la factibilidad de cultivar1o en 
medias apropiados. En e l presente trabajo probamas 1a influencia de 
diferentes medias de cultivo con fuentes naturales de carbona y 
nitr6geno sabre el crecimiento y espor ulaci6n del hongo, adem~s de 
probar la conservaci6n de su viabilidad en diferentes soportes. 

La cepa 59 de Hirsutella thompsonii var. thompsonii Fisher fue 
donada par R.I. Cabrera, quien la aisl6 en cuba a partir de fh. 
oleivora en cultivos de c1tricos. El hongo fue mantenido y 
cultivado en medias de agar de Sabouraud (Biox6n, Mexico) o en 
media H (sacarosa, 10 g/1; dextrosa (Biox6n), 5 g/1; peptona (Difco 
Labor atories, Detroit , Michigan, E.U.), 0 . 5 g/1; extracto de 
levadura (Difco), 5 g/ 1; agar (E. Merck, Darmstadt, Alemania), 15 
g/1] e incubado a 26-28"c. A partir de cultivos de 10-12 dias se 
tam6 un fragmento mice l ial (0.1 g de peso humeda equivalente a 0 . 0 2 
g de peso seco) para i nocular matraces de 125 ml conteniendo, par 
matraz, 75 ml de los siguientes medias de cultivo: me dio de 
salvado de trigo, SAL (salvado de t r igo, 150 g{l; dextrosa, 6 g/1); 
media de papa-zanahoria, PZ (papa y zanaharia, 50 g/1 de cada una, 
ambas rebanadas , hervidas durante media hera y pasadas par un 
l ien z o fino ; peptona , 10 g/1 y dextrasa 20 g/1); media de i n fusion 
de ma1z, IM (infusi6n de ma1z camercial sin preservadores, 20 ml/1; 
NaN03 , 3 g{l; KH2 P04 , 1 g/1; MgS04 .7H2 0, 0.5 g/1; KC1 , 0.5 g/1 y 
FeSOi ' 0 .01 g/1) y media de harina de maiz, HM (harina de ma1z 
aman.llo, 40 g/1 ; NaN03 , 3 g/1; KH2 P04 , 1 g/1; MgS04 . 7H2 0, 0 . 5 
g / 1 ; KCl , o. 5 g /1 y FeS04 , 0.01 g/1) . Los medias con fibra se 
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colaron para hacer que el liquido de cultivo fuera mas translucido. 
A la mitad de los matraces se les adicionaron 0.5 ml d e Tween 80 
(Sigma, St. Louis, Mo.) y, una vez inoculados, se colocaron en un 
bai'\o metab6lico cubierto, i ncubando a 26 - 28°C y agitando a 70 
golpesfmin durante 13 dias. 

La biomasa fungica se determin 6 por peso seco del micelio al 
final del periodo de c rec irniento, una vez separado aquel del medio 
y lavado con agua dest i lada . El micelio se filtr6 al vacio y se 
sec6 a 6o•c bas ta alcanzar peso constante. La esporulac i6n se 
determin6 par el numero de conid ios por ml, cuantificados en camara 
de Neubauer. Se consideraron 4 matraces por variable, se 
calcularon las medias aritmeticas y las desviaciones estandar, y se 
efectu6 un analisis de varianza por comparaci6n de medias multiples 
con ajuste de probabilidades de Bonferroni (Wilkinson, 
1987) . Para determinar la conservaci6n de la viabilidad, 
fragmentos rniceliales de H· tho rnpsonii, de un cultivo desarrollado 
en medio H, se resuspendieron en leche desc remada al 0.07% y se 
transfirieron a recipientes esteriles conteniendo gel de silice , 
paja, salvado de trigo, agua destilada, soluci6n salina 0.85%, y 
aceite mineral o glicerol al 10% . Para determinar la viabilidad, 
despues de tres meses de conservaci6n a temperaturas ambiente y de 
refrigeraci6n, se sembr6 el hongo en media H a partir de los 
diferentes soportes y se incub6 a 26-28•C durante 10 a 12 dias. 

En los medias SAL y HM, ambos con Tween 80, se obtuvo la mayor 
biomasa. En general la esporulaci6n fue baja en todos los medios; 
la mayor concentraci6n d e conidios se alcanz6 en el media de SAL 
sin Tween 80 y en HM c on o sin TWeen 80. Las diferencias 
significativas (p<0 .05) entre los distintos tra tamientos se indican 
en la tabla 1. 

En el medio de SAL adicionado de Tween 80 no se obtuvieron 
conidios, aunque la biomasa producida duplic6 a la obtenida en el 
mismo medio sin Tween 80. El medio d e IM result6 inadecuado tanto 
para l a obtenc i 6n de biomasa c omo para la esporulaci6n. 

Despues de tres meses de almacenamiento , H· thompsonii se 
conserv6 viable. Se observ6 una velocidad d e crecimiento mayor en 
las col onias que se almacenaron en temperaturas de refrigerac i6n. 
Las caracteristicas de macro y micromorfologia de las colonias no 
se a lteraron. La esporulaci6n obtenida fue baja, y a diferencia 
de Van Winkelhoff y McCoy (1984), quienes describieron que el Tween 
so era esencial para obtener la maxima c onidi aci6n, nosotros 
enc o ntramo s que este influy6 positivamente en todos los casos , 
solamente en la producci6n de biomasa. 

A partir d el analisis de nuestros resultados, estimamos que el 
efecto del Tween 80 sobre la esporulaci6n pro bable mente podria 
variar segun la composici6n del medio de cultivo . En el med io de HM 
la concentraci6n de conidios permaneci6 igual a pesar de que la 
biomasa mic elial fue cuadruplicada en presencia del ester, y en el 
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Tabla 1. Esporulaci6n y crecimiento de Hirsutella 
thompsonii Fisher 59 en diferentes medios nat urales 

MEDIOS DE ESPORULACION BIOMASA 
CULTIVO ( conidios/ml) (peso seco en g) 

(103) 

X ± DS X ± OS 

SALVADO 55.0 ± 9.1(a)* 0.240 ± 0.045(b) 

SALVADO 0 (d) 0.505 ± 0.045(a) 

+ TWEEN 80 

HARINA DE MAfZ 20.0 ± 2 . 9 (b) 0. 105 ± O. Ol3(c ) 

HARINA DE MAIZ 20.0 ± 3. 2 (b) o. 455 ± 0.042(a) 

+ TWEEN 80 

PAPA- ZANAHORIA 3 . 7 ± l.O(c) 0.270 ± 0 . 015(b) 

PAPA-ZANAHORIA 7 . 5 ± 0 .9 (c) 0.295 ± 0 .045( b) 

+ TWEEN 80 

INF . DE MAIZ 1.2 ± 0. 6(c) 0. 045 ± 0 .06 (c) 

INF. DE MAf Z 0 (d) 0 .0 65 ± 0.02 l( c) 

+ TWEEN 80 

*Las letras distintas indican que hay diferencias 
sign ificativas ( ps0.0 5) en los medias respectivos . 
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med i c de SAL c on Tween 80 no se produjeron conidios, a pesar de 
haberse duplic ado la biomasa obtenida. S6lo se regi str6 un efecto 
estimulante en el medic PZ con Tween 80. 

Para la conservaci6n d e la viabilidad del hongo se recomienda 
el gel de silice y la temperatura de refrigeraci6n. 

Por ultimo, aunque la perspectiva de usar tl· thompsonii como 
plaguicida biol6gico ya ha sido discutida y demostrada ampliamente 
(McCoy y Couch, 1982), exist en aun varies problemas por resolver, 
como es la dificultad de obtener un gran niimero de conidios en 
cultivos sumergidos desarrollados en medics costeables y accesibles 
para la producci6n i ndus trial a gran escala . 
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