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ABSTRACT
PRELIMINARY STUDY ON YIELD AND STORAGE OF FUNGAL PROPAGULES FROM VERTICILLIUM LECANII
(ZlMMERMANN) VlÉGAS. REV. MEX. Míe. 14: 33-36 (1998). Verticillium lecanii was grown in solid state
culture with hidrated rice grains as well as liquid culture with both, yeast extract and glucose. The aim of the
study was to observe the type of propagules formed and their viability conservation after three, nine months
and three years of conservation in destilled water, silicagel and vermiculite at 4°C. The propagules formed
were conidia (6.8 x 106/ml) in the rice médium and blastospores (3.3 x 107/ml) in the liquid médium, after 8-10
days of incubation at 25-27°C. Viability of fungus was maintained in all tested carriers during 3 and 9
months, and those preserved in silicagel lost their viability after three years.
Key words: entomopathogenic fungus, preservation, propagules, Verticillium lecanii.

RESUMEN
Verticillium lecanii se cultivó en un medio sólido con granos de arroz hidratados y en un medio líquido con
extracto de levadura y glucosa para determinar el tipo de propágulos fúngicos obtenidos y observar la
conservación de su viabilidad a 4°C en agua destilada, cristales gel de sílice y vermiculita después de
períodos de tres, nueve meses y tres años. Los propágulos observados, a los 8-10 días de incubación a 25-
27°C, fueron conidios en el medio de arroz (6.8 x 10 /mi) y blastosporas (3.3 x 10 /mi) en el medio líquido.
La viabilidad de los propágulos se mantuvo en todos los soportes ensayados durante tres y nueve meses, los
preservados en gel de sílice perdieron la viabilidad a los 3 años.
Palabras clave: hongo entomopatógeno, preservación, propágulos, Verticillium lecanii.

Introducción

El" hongo entomopatógeno Verticillium lecanii
(Zimmerman) Viégas, ha sido descrito ampliamente
como un agente para el control de diversas plagas
como mosquitas blancas (Ekbom, 1979), áfidos (Hall,
1976, 1981), cóccidos (Easwaramoorthy & Jáyara],
1978), royas (Camón, 1988; Whipps, 1993) y tnps
(Helyer et al., 1992) entre otras. El hongo puede pro-
ducir conidios si el medio de cultivo es sólido y
blastosporas, si es líquido (Grajek, 1994). Dentro de
este marco, en el presente trabajo fueron ensayados
dos medios de cultivo de bajo costo, uno sólido y otro
líquido, con el objetivo de determinar el tipo de pro-
págulos fúngicos producidos en cada uno así como la

conservación de su viabilidad en diferentes soportes a
4°C.

Materiales y métodos

Se utilizó la cepa C de V. lecanii, aislada a partir de
la. mosquita blanca, Trialeurodes vaporariorum
West, colectada en un cultivo de frijol del estado de
Morelos, México (Mier et al, 1991) que había sido
mantenida en medio H (agar 15 g/1, dextrosa 5 g/1,
sacarosa 10 g/1, extracto de levadura 5 g/1, peptona
0.5 g/1) a 4°C. Para preparar el inoculo de! presente
ensayo, el hongo fue cultivado en el mismo medio
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durante 10 días a 25-27°C, rango en el cual fluctúa la
temperatura durante la época del año en la zona
donde fue aislada la cepa del hongo. Enseguida, los
conidios fueron resuspendidos en agua destilada esté-
ril; se contaron en hematocitómetro y se ajustaron a
una concentración de 10 conidios/mi.

El medio sólido fue elaborado con arroz comercial
(Morelos, México). Para ello se depositaron 300 g de
granos del cereal, previamente remojados durante 2
h, en cada una de tres botellas Roux. Se le adiciona-
ron 30 mi de agua destilada por unidad y se esterili-
zaron a 121 °C, 40 min. Cada una de las botellas fue
inoculada con 2.5 mi de la suspensión de conidios de
V. lecanii descrita previamente. El medio líquido
fue elaborado con 3 g/I de extracto de levadura
(SAF, México) y 5 g/1 de glucosa (La Gloria, Tlal-
nepantla, México), ambos de calidad industrial. Se
transfirieron 300 mi de medio a cada uno de tres
matraces de Erlenmeyer y se esterilizó a 121°C, 15
min. Los matraces fueron inoculados de igual manera
con 2.5 mi de la suspensión de conidios y se sometie-
ron a un sistema de burbujeo de aire estéril constante
durante 10 días con una bomba de aire (Máxima Air
Pump, México). La temperatura de incubación en
ambos casos fue de 25-27°C.

Los propágulos fúngicos obtenidos fueron coni-
dios o blastosporas, éstos a su vez fueron cuantifica-
dos en un hematocitómetro. En el caso del medio
sólido, se adicionaron 300 mi de agua destilada
estéril para liberar los conidios. Se observó la
capacidad germinativa de los propágulos producidos
en ambos medios según el método de Robinson
(1978) modificado, para lo cual se colocaron
fragmentos de papel celofán de 2 cm en placas de
Petri con agar lavado a una concentración de 15g/l,
posteriormente, sobre cada uno, se depositó una gota
de una suspensión de conidios o blastosporas
conteniendo 107 propágulos/ml. Se incubaron a 25-
27°C, se registró el porcentaje de germinación en un
total de 100 conidios o blastosporas a las 21 h ob-
servando al microscopio compuesto con un aumento
de 400X y tomando en consideración aquellas célu-
las que exhibieron tubo germinativo. Para detener la
germinación en el momento de la observación se adi-
cionó una gota de glutaraldehído al 2%.

La preservación a 4°C de los propágulos obteni-
dos en los dos medios de cultivo se ensayó en tres
sustratos diferentes: agua destilada (AD), cristales de
gel de sílice (GS) y vermiculita (VC). Los conidios o
blastosporas obtenidos a partir de cultivos incubados

durante 8-10 días a 25-27°C, bajo las condiciones
previamente descritas, se suspendieron inmediata-
mente en agua destilada hasta obtener una suspensión
celular de 107 propágulos/ml y se sembraron en me-
dio H antes de iniciar el período de conservación,
para constatar su viabilidad. En el caso de AD, se de-
positaron 3 mi de agua destilada en frascos viales de
cristal de 5 mi de capacidad con tapón de rosca de
malaquita, se esterilizaron a 15 Ibs de presión du-
rante 15 min y después se adicionaron 0.6 mi de la
suspensión celular por vial. Para GS fueron deposita-
dos 2 g de cristales de gel de sílice (Silicagel 60 para
cromatografía en columna, Merck) en los frascos
viales y se esterilizaron al horno a 180°C durante 2 h.
Aparte, se prepararon tubos con 7 mi de leche des-
cremada (Sveltes, Nestlé) al 7%, se esterilizaron a 11
Ibs de presión durante 13 min y después a cada tubo
se le agregaron 2 mi de la suspensión celular, se
agitó, se transfirieron alícuotas de 0.6 mi a cada uno
de los viales conteniendo el gel de sílice esterilizado,
se mezcló perfectamente con una varilla de vidrio en
un baño de hielo, se mantuvieron en un desecador de
vacío durante una semana y antes de pasarlos al refri-
gerador a 4°C se verificó la viabilidad del hongo
sembrando en cajas de Petri conteniendo medio H.
En VC se depositaron 0.4 g de vermiculita pH 7.0
(Aislantes y Acústicos, S.A., México) por vial, se
esterilizó a 15 Ibs de presión por 15 min y posterior-
mente se añadieron 0.6 mi de la suspensión celular
por vial. A los tres, nueve meses y tres años de con-
servación fueron realizadas pruebas de viabilidad del
contenido de cada uno de los viales para lo cual se
sembró en cajas de Petri con medio H y se observó el
desarrollo de las colonias, obtenido en cada caso.
También se revisó la permanencia de las característi-
cas de macro y micromorfología de V. lecanii en las
colonias que se desarrollaron a partir de los propá-
gulos conservados. Todos los experimentos descritos
se llevaron a cabo por triplicado.

Resultados

Los resultados confirmaron la producción de conidos
en el medio sólido y blastosporas en el medio líquido.
Los conidios formados en el medio de arroz, exhibie-
ron una forma cilindrica, así como una pared celular
gruesa. En tanto, las blastosporas que se derivaron
del medio líquido fueron esféricas, notoriamente más
pequeñas que los conidios y presentaron una pared
celular más delgada que la de aquellos. Las cifras
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promedio obtenidas fueron del orden de 6.8 x 106

conidios/mi en el medio sólido y de 3.3 x 107 blas-
tosporas/ml, en el medio líquido lo cual equivale a
una cantidad de 6.8 x 10 conidios y 4.1 x 109 blas-
tosporas por gramo de sustrato utilizado, respectiva-
mente. Al margen del objetivo principal de este estu-
dio consideramos de interés destacar que el rendi-
miento o producción de conidios por gramo de sus-
trato fue demasiado bajo. Si se considera que )a dosis
promedio recomendada para 1 ha en campo corres-
ponde aproximadamente a 10 conidios (Sopp et al.,
1989), en este caso se requerirían alrededor de 150
Kg de arroz para cubrir las necesidades de pro-
ducción de conidios por 1 ha, lo cual no sería factible
ni rentable económicamente, contrastando con los re-
querimientos de 240 g de sustrato para la producción
de blastosporas para 1 ha. Aunque la proporción de
blastosporas producidas fue considerablemente ma-
yor, sin embargo Hall (1981), ha mencionado que és-
tas pierden su viabilidad más rápidamente que los
conidios. Lo anterior concuerda con los resultados de
germinación obtenidos donde, bajo las condiciones
estudiadas, la capacidad germinativa de las blastos-
poras (8%) fue aproximadamente 10 veces menor que
la de los conidios (78.3%). Por otro .lado, el hecho de
que la pared de las blastosporas sea más delgada que
la de los conidios, también puede repercutir en su
viabilidad y permanencia en campo. Dicha propiedad
representaría una desventaja competitiva que podría
incidir en la sensibilidad de las blastoporas al efecto
de las radiaciones solares, factor que ha sido descrito
como uno de los responsables de la disminución de la
supervivencia de los hongos en el follaje (Knudsen et
al., 1991).

El bajo porcentaje de germinación registrado, es-
pecialmente para blastosporas (Fig. Ib), posiblemente
se deba a que las células ya habían rebasado la fase
de crecimiento exponencial en el momento en que se
realizó la prueba de germinación, o al efecto de la
temperatura a la que se llevó a cabo el ensayo. Al
respecto, se ha mencionado que tanto el crecimiento
como la germinación de V. lecanii se ven disminui-
dos a temperaturas por encima de 25°C, llegando a
cesar a los 30°C (Hall, 1981). Además, para los coni-
dios (Fig. la), los resultados de germinación coinci-
den con los reportados por ese autor para este hongo,
donde a las 21 h a 27°C los conidios alcanzaron un
porcentaje de germinación de 80% y al extender el
período de incubación a 25 h, casi el 90% de las cé-
lulas habían germinado. Es prudente mencionar que

aunque las blastosporas mostraron una capacidad
germinativa tan baja, suponemos que aquellas células
que aún no habían emitido el tubo germinativo debie-
ron haber estado potencialmente viables, como lo
sugieren los resultados del ensayo de viabilidad de
los propágulos, donde se demostró que éstos habían
permanecido viables durante tres y nueve meses en
todos los soportes estudiados. Cumplidos los tres
años de conservación, los propágulos que permane-
cieron viables fueron solamente aquellos mantenidos
en AD y VC. Asimismo, las características de macro
y micromorfología de V. lecanii no se alteraron du-
rante el período de conservación en que los conidios
y blastosporas mantuvieron su viabilidad.

Con base en estos resultados preliminares se reco-
mienda probar medios y/o condiciones culturales di-
ferentes, para incrementar la obtención de conidios,
además de aumentar la proporción utilizada en el
inoculo. Para el ensayo de germinación de ambos
propágulos, prolongar el tiempo de incubación y
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Fig. 1 Germinación de conidios (a) y blastosporas (b) de
Verticillium lecanii obtenidos a partir de los medios sólido y
líquido e incubados en agar-agua al 1.5% durante 21 horas.
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reconsiderar factores externos como la temperatura y
además, determinar la capacidad germinativa de las
blastosporas durante el transcurso de su fase de cre-
cimiento logarítmico. Asimismo, preservar los pro-
págulos en soportes como AD y VC, para períodos
de conservación mayores de nueve meses.
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