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RESUMEN

Se ejecut6 un trabajo en el Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal
de Ciego de Avila con el objetivo de obtener un medio adecuado para
la conservacion de aislamientos de Aschersonia aleyrodis Webber.
Para ello se dispuso de cultivos monoconidiales de este microorga-
nismo, obtenidos a partir de conidiomas presentes en hojas de na-
ranjo Valencia (Citrus sinensis L.) procedentes de la Empresa de
Citricos del municipio de Ceballos. Se seleccionaron los medios de
cultivo: agar papa dextrosa (PDA), agar czapek dox (industrial oxoid),
agar soya, agar sabouraud dextrosa (SDA), (industrial oxoid) y agar
extracto de malta, en los que se determin6 el crecimiento lineal y la
concentraciéon de esporas de las colonias. Se determiné que
A. aleyrodis mantuvo buen crecimiento en todos los medios de culti-
VO a prueba, a excepcién de agar czapek dox, donde no crecié. La
esporulacién en agar papa dextrosa y agar sabouraud dextrosa al-
canz6 concentraciones de 108 esporas/mL. Ambos medios mostra-
ron buenas posibilidades para su utilizacién en ceparios de conser-
vacién y bancos de cepas.
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ABSTRACT

With the objective of obtaining an adequate medium for the
conservation of Aschersonia aleyrodis Webber isolations a research
work was executed in Plant Health Laboratory of Ciego de Avila
province. In this way it was used monoconidials cultures of the
microorganism obtained from conidioms presents in “Valencia” orange
(Citrus sisnensis L) leaves which were collected Ceballos Town Citric
Enterpice. Linear growth and spore concentration of colonies were
determined in culture media selected: Potato Dextrose Agar (PDA),
Czapek Dox Agar (Industrial Oxoid), Soy Agar, Dextrose Sabouraud
Agar (SDA), Industrial Oxoid) and Malta Extract Agar. A. aleyrodis
maintained good growth in all medias except in Agar Czapeck Dox
where it did not. Sporulation in PDA and SDA reached a concentration
of 108 spores/mL. Both culture media showed good possibilities for
their use in culture collections and strains banks.
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INTRODUCCION

El control biolégico representa el método mas econé-
micamente viable, ecolégicamente recomendable y
autosostenido del control de plagas insectiles, y consti-
tuye la mejor y inica forma de mantener su equilibrio
en los diferentes cultivos, con una diversidad de con-

troles naturales [Altieri et al., 1989; Altieri, 1991].

En Cuba se emplean varios hongos entomopatégenos
como elementos de control para plagas de relevancia
econ6émica, como Verticillium lecanii, Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y Paecelomyces
lilacinus, los que refuerzan la accién de los enemigos
naturales. Mundialmente existen otros hongos
patdgenos a insectos, dentro de los que Aschersonia
aleyrodis Webber tiene gran relevancia como biorregu-

lador de plagas daninas en cultivos de importancia, y
especialmente con gran eficacia sobre Trialeurodes
vaporariorum en invernaderos [ Fransen, 1987], insectos
daninos a las hortalizas [Messias, 1992] y mosca blan-
ca (Dialeurodes spp.) en los citricos [Osborne y Landa,

1999].

Enla actualidad, y fundamentalmente en Cuba, existe
poca informacién sobre aspectos biolégicos de
Aschersonia aleyrodis Webber, atin mas en lo referente
a su comportamiento en medios de cultivo; sin embar-
go, estos aspectos constituyen un antecedente muy
importante en su caracterizacion, a la vez de constituir
una base para la elaboracion de tecnologias de produc-
cién de bioplaguicidas, ya que mediante la seleccion de
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un medio adecuado se garantiza la conservacién de los
aislamientos, bancos de cepas y preinéculos sobre los
que el microorganismo debe tener un rapido desarrollo
y una alta capacidad de esporulacién, por lo que la de-
terminacién de un medio idéneo para la conservaciéon
de A. aleyrodis capaz de cumplir los requisitos anterio-
res constituye el objetivo fundamental de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Los trabajos se realizaron en la seccién de Micologia
del Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de Cie-
go de Avila. En la realizacién de los ensayos se emplea-
ron aislamientos monoconidiales de Aschersonia
aleyrodis Webber procedentes de conidiomas existen-
tes en hojas de Naranjo valencia (Citrus sinensis L.)
colectadas en la Empresa de Citricos de Ceballos. Se
evaluaron los medios de cultivos agar papa dextrosa
(PDA), agar czapek dox (industrial oxoid), agar soya,
agar sabouraud dextrosa (SDA) (industrial oxoid) y
agar extracto de malta. Su seleccién se basé en crite-
rios acerca del cultivo de entomopatégenos [Cabrera,

1995; Herrera, 1985; Lujan, 1990].

En este ensayo se dispuso de 10 placas de Petri para
cada medio de cultivo, en las que se sembraron ponchetes
de 10 mm de diametro del hongo, de un cultivo de ca-

torce dias, sembrado por dispersion. Posteriormente se
evalué el crecimiento radial de las colonias a los tres,
cinco, siete, diez y veintitn dias, para lo que se midio el
tamaiio en milimetros de su didmetro mediante una re-
gla graduada, y se desconté el tamano del ponchete. Se
determiné ademas la capacidad de esporulacién a través
de conteo de conidios por mililitro en suspension, paralo
que se tomaron cinco ponchetes de 10 mm del crecimien-
to, se depositaron en un tubo con 10 mL de agua destila-
da estéril, se agit6, se tomé una alicuota de 1 mL de la
suspension y se prepararon diluciones seriadas de 107,
para finalmente tomar 0,5 mL y depositar en una cama-
ra de Newbauer para su contabilizacion. Los resultados
se tabularon mostrando el tamafio medio del diametro
de las colonias y los niveles de concentracion de esporas
obtenidos en cada medio de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los mejores resultados en el crecimiento se correspon-
den con agar papa dextrosa, agar saboraud dextrosa 'y
agar soya, con un rango en el didmetro de sus colonias
de9-16,9-15y 10-15 mm respectivamente, a diferencia
de agar extracto de malta, donde el hongo solo alcanzé
un crecimiento entre 5-9 mm. Todos ellos muestran una
gran diferencia con agar czapex dox, donde no se ob-
servo crecimiento en sus colonias (Tabla 1).

Tabla 1. Crecimiento y concentracion de esporas de A. aleyrodis

en diferentes medios de cultivos

. . Didmetro Concentracién
Medios de cultivos .
de las colonias (mm) esporas/mL

Agar papa dextrosa 9-16 108
Agar czapex dox 0 0

Agar extracto de malta 5-9 105
Agar soya 10-15 107
Agar sabouraud dextrosa 9-15 108

Respecto al comportamiento de la capacidad de
esporulacién que manifesté A. aleyrodis en los distin-
tos medios de cultivo, se puede observar que las con-
centraciones mas elevadas coinciden con los medios de
mayor crecimiento, agar sabouraud dextrosa, agar papa
dextrosa y agar soya, con concentraciones de 10°,10% y
107 respectivamente. Difiere de la misma forma agar
extracto de malta, en el que solo se alcanz6 una concen-

tracién de 10° esporas/mL (Tabla 1).

Los medios de cultivo, por su composicién, influyen en
el desarrollo y la esporulacién de los hongos. Estos
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microorganismos requieren para su metabolismo fuen-
tes de carbono, nitrégeno, azufre, hierro, sodio, potasio
y otros minerales. De todos, la fuente principal de mate-
ria prima la constituye el carbono [Martinez, 1982]. No
obstante, la seleccién de los medios de cultivo en la ma-
yoria de los casos se realiza de forma empirica y no aten-
diendo a su exacta composicién y accién [ Frobisher, 1976].

Alrespecto, y especificamente en el caso de A. aleyrodis,
se plantea que puede llegar a tener un crecimiento exi-

toso en diferentes tipos de medios [Berlanga y
Hernandez, 2004]. También Berger (1920, citado por
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Berlanga y Hernandez, 2004) plantea que en medio a
base de PSA (agar papa sacarosa) obtuvo concentra-
ciones de 8 x 10° esporas/cm’ [ Fransen, 1987, citado por
Berlanga y Hernandez, 2004]. Gottwald, en 1978, al
utilizar el medio GPP, obtuvo 5,8 x 10"’ esporas/cc, ade-
mas de referencias respecto al empleo de saboraud glu-
cosa a 2% mas extracto de levadura, que muestra re-
sultados similares a los anteriores, especificamente para
este medio de cultivo. Otros resultados acerca de la
produccién masiva de este hongo plantean que A. aley-
rodis puede reproducirse en un medio compuesto fun-
damentalmente por arroz, extracto de levadura, ex-
tracto de malta y tetraciclin, en que se alcanza
concentraciones de 1,3 x 10" esporas/mL a temperatura
de 28°C por cuarenta y dos dias [Garza, 1977].

Los indices de crecimiento y esporulacion que se mues-
tran en este trabajo en los medios de agar papa dextro-
say agar saboraud dextrosa resultan alentadores para
los fines de conservacién de aislamientos, e incluso para
bancos de cepas, atin mas al cumplir con los requisitos
exigidos por la NC 72 02 (1993), en el que se plantean
que deben ser superiores a 10° para la produccién de
cepas de hongos entomopatégenos, en este caso a
excepcion de los resultados en agar soya, donde la
concentracién de esporas es ligeramente inferior
(107conidios/mL); sin embargo, constituye una posibi-
lidad mas como una reserva para momentos cuando se
carezca de los mas idéneos.

No obstante, las diferencias del comportamiento en el
crecimiento y esporulacién en los hongos estan sujetas
al tipo, a la composicién del medio y a la asimilacién
especifica de los nutrientes disponibles en relaciéon con
su metabolismo, aspecto al que responden de forma
particular los microorganismos, e incluso pueden te-
ner variaciones. A esto se agrega que medios no sintéti-
cos poseen una composicién quimica ignorada, como
por ejemplo extractos de carne, levaduras, infusién de
carne, sangre, suero de caseina, en los que es practica-
mente imposible la preparacién de dos lotes idénticos
de un mismo medio con productos de distinta proce-
dencia [Mayea, 1981], aspecto que puede repercutir en
este comportamiento fundamentalmente para el caso
de los resultados mostrados en agar soya.

CONCLUSIONES

* A. aleyrodis Werbber alcanz6 mayor crecimiento en
agar papa dextrosa (9-16 mm), agar soya (10-15 mm)
y agar sabouraud dextrosa (9-15 mm).

* Las concentraciones de esporas mas elevadas se ob-
tuvieron en los medios de cultivo agar papa dextro-
sa'y agar sabouraud dextrosa con niveles de 10° es-
poras/mL.

¢ Agar papa dextrosa y agar saboraud dextrosa pre-
sentan buenas posibilidades para la conservacién de
aislamientos de 4. aleyrodis y confeccion de ceparios.
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