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NOTA TECNICA

Evaluacion de medios de cultivo
en la produccién de conidiasy
crecimiento diametral de cuatro
cepas del hongo entomopatégeno
Beauveria brongniartii (Saccardo)
Petch

Ménica Narrea-Cango'
Jenny Malpartida-Zevallos

Beauveria  brongniartii  es un  hongo
entomopatdgeno que ataca al gorgojo de
los Andes (Premnotrypes spp., Coledptera
Curculionidae), constituyendo un €ficiente
biocontrolador de esta plaga. Presenta dos fases
en su desarrollo, una saprofitica, viviendo en €
campo sobre materia en descomposicion, y otra
parasitica, infectando al insecto (ALCAZAR et al.
1990, VERA 1992). Sin embargo, para ser empleado
en un Programa de Mangjo Integrado del gorgojo
de los Andes, este hongo necesita ser aislado y
desarrollado en mediosde cultivo que permitanla
produccion de células infectivas (conidias), para
posteriormente ser incrementado masivamente
y propiciar su aplicacion (TORRES et al. 1993).
Los medios de cultivo son fuentes naturales o
sintéticas, que semegan € nicho ecolégico en
que se desarrollan los microorganismos. Para el
cultivo de hongos existen en el mercado medios
comerciales como el Agar Sabouraud, Agar
extracto de Malta y Agar Papa Dextrosa. Por
Su composicion, este Ultimo es fé&cil de preparar
en laboratorio y es tradicionalmente empleado
en la propagacion de hongos entomopatogenos
(AGURTO 1989, TORRES et al. 1993). El objetivo de
este trabgjo fue evaluar € comportamiento de
tres medios comerciales de cultivo, y un medio
de preparacién en laboratorio, en la produccién
de conidias de B. brongniartii, seleccionando €l
maseficiente.

El trabajo se redizé en e Laboratorio de
MicrobiologiadelaMunicipalidad de Miraflores,
Lima, Per(i. Seempled cuatro cepasde Beauveria
brongniartii procedentes de la provincia de
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Huancayo, Junin, Perd, mantenidas a 5 °C en
tubos de ensayo conteniendo Papa Dextrosa
Agar en medio inclinado. Estas cepas fueron
identificadascomo BhHI, BbH2, BbH3y BbH4 e
incubadas a 20 °C hasta su total esporulacion.

L os medios de cultivo empleados fueron:

1) Agar extractodeMalta(MEA). Composicion
comercia : maltosa 12,75 g; dextrosa 2,75 g;
glicerol 2,35 g; peptona0,78 gy agar agar 159g. Se
prepard diluyendo en 11 de agua destilada 33,6 g
de agar MEA, agitando por 1 min hasta dilucién
total y esterilizandolo a121 °C por 15 min. El pH
final es4,7+0,2.

2) Agar Sabouraud Dextrosa (llamado
también Agar Sabouraud Modificado) (SDA).
Composicidn comercial: peptona 10,0 g; dextrosa
20,0 g; agar agar 20,0 g. Se prepard diluyendo
50,0 g de agar SDA, en 1 1 de agua destilada, sé
disolvid y esterilizdé a 121 °C por 15 min. El pH
final es7,0+0,2.

3) Agar Sabouraud Matosa (SMA).
Composicién comercia: peptona 10,0 g; maltosa
40,0 g; agar agar 15,0 g. Se prepard diluyendo
65,0 g de Agar SMA, en 1 1 de agua destiladay
esterilizando a 121 °C por 15 min. El pH fina es
70 £ 02

4) Agar Papa Dextrosa Agar (PDA). Este
medio preparado en el laboratorio se compone
de 250 g de trozos de papa con cascaras, 20 g de
dextrosay 20 g de agar agar, todo esto paral 1
de agua destilada. La papa picada se hizo hervir
en 500 mi de agua. Aparte, en un erlenmeyer se
disolvié € agar con agua destilada. Se filtré €
caldo de papa con una gasa. Se mezclé ambas
preparaciones y se agregé la dextrosa. Se
complet6 aguadestiladaa 11 y seesterilizé a 121
Cpor 15min. El pH final es5,6 +0,1.

Luego de esterilizados, |0s medios se dgjaron
enfriar hasta 40 °C aproximadamente y a
continuacion se vertié 20 mi de cada medio en
placas petri, hasta agotar el material preparado.

Laevaluacion de la produccion de esporas se
realizo a partir delostubos conteniendo colonias
esporuladas delas cuatro cepasde B. brongniartii.
La siembra en los diferentes medios de cultivo
a evaluar se efectud por € método de puncion
en el centro de cada placa. Se sell6 las placas y
se rotulé segun nimero de cepay tipo de medio
de cultivo. Hubo cuatro repeticiones para cada
cepay medio de cultivo. Posteriormente sellevé
aincubacion a 20 °C, realizando la observacion
enformadiariahastael dia 15, cuando se evalu6
la produccién de conidias. Para determinar el



146 REVISTA PERUANA DE ENTOMOLOGIA

Vol. 45, Dic. 2006

Medio de Cultive

IEBI}II[ EBhH2 OBbH3 .BhH4]

FIGURA 1- Promedio de conidias producidas por cuatro cepas de B.
brongniartii en cuatro mediosde cultivo.
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FIGURA 2.- Crecimiento diametral promedio de colonias de cuatro cepas
de B. brongniartii en cuatromediosde cultivo.

namero de conidias por mi, se procedié a"lavar"
todo el contenido de las colonias con agua
destilada estéril y Tween 80 al 1 % para luego,
a partir de esa suspension, realizar el recuento
de conidias en e hematocimetro. Para cada
repeticion se consideré e promedio de cinco
lecturas.

Paralaevauacion del crecimiento diametral,
apartir delascuatro cepas serealiz0 suspensiones
en aguadestilada estéril y Tween 80 a 1 %, hasta
obtener una suspension de esporas de 1,0 x 10
conidiasmi™ (solucién madre) por cadacepa. Las
soluciones madre de cada cepa fueron sembradas
en placas petri conteniendo los medios a evaluar
(MEA, SDA, SAM y PDA). Lasiembraserealizd
por el método de inoculacién en e centro de 0,5

mi de solucién madre. Se sell6 las placasy se
rotuld seglin nimero de cepay tipo de medio de
cultivo. Se realiz6 cinco repeticiones para cada
cepay medio de cultivo. Posteriormente sellevé
las placas a incubacion a 20 °C. Los registros
se llevaron a cabo diariamente, midiéndose el
crecimiento cada dos dias, por un promedio
de 30 dias para cada aislamiento. También se
considerd latasa promedio de crecimiento diario
de cada una de |as cepas evaluadas.

El resultado comparativo del promedio de
conidias mi"™ producidas por las cuatro cepas
en los cuatro medios de cultivo evaluados
se muestra en la Tabla 1 y la Figura 1. La
produccion de esporas en los cuatro medios de
cultivo presenta un valor promedio minimo de
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TABLA 1.- Numero promedio de conidias mi"*
producidas por cuatro cepas de B. brongniartii segin
medio de cultivo.

Medio de culbHvo
Cepa

SDA MEA SMA FDA
BbHL 1,95x10° 848x10° 1,05x10° 1,05x 10
BbHZ 213x10" 824x10° 1,09x 108 . 1,28 x 10°
BbH3 211x107 763x107 1,06x10° 1,05x 10
BbH4 204x10°7 870x 10 122x10° 126x10°

TABLA 2.- Crecimiento diametral promedio de cuatro
cepas de B. brongniartii segiin medio de cultivo (x cm).

Medic de cultivo Promedio por
Cepa cepa (cm)
SDA MEA SMA PDA T
BbHI1 65 62 64 75 67

BbH2 62 63 60 67 63
BbH3 57 62 63 70 63

BbH4 58 62 6,2 6,8 6,3
Promedio

por medio

(em) 6,1 6,2 6,2 7,0

TABLA 3.- Tasa promedio de crecimiento diario de
cuatro cepas de B. brongnigrii segin medio de cultivo
(en mm).

Cepa Promedio  D.E. Min Max
BbH1 2,05 0,61 0,75 4,00
BbH2 1,94 0,61 0,25 3,25
BbH3 1,93 0,52 0,75 3,00
BbH4 1,91 0,59 0,25 3.25

D.E. = Desviacion estandar

1,95 x 10" conidias mi" correspondiente ala cepa
BbHI en el medio Agar Sabouraud Dextrosay el
valor promedio maximo de 1,28 x 10° conidias
mi"* correspondiente ala cepaBbH2 en el medio
Papa Dextrosa Agar, es decir entre 10" y 10°
conidias mi*. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por VERA (1992) y VELEZ et al.
(2000). Sin embargo, destacan los medios Agar
Sabouraud Maltosa(SMA) y Agar Papa Dextrosa
(PDA) por ser los que mayor nimero de esporas
produjeron, independientemente de la cepa de B.
brongniartii; estosresultados coinciden conlosde
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MACLEOD (1954). El medio con menor produccién
de cepas fue & Agar Extracto de Malta.

El resultado comparativo del crecimiento
diametral promedio se muestraenlaTabla2y la
Figura?2. LaTabla 3 muestralatasa promedio de
crecimiento diario. Al igual que conlaproduccién
de conidias, también en el medio Agar Sabouraud
Dextrosa se dio e menor valor promedio de
crecimiento, de 5,7 cm parala cepaBbH3, en 30
dias; el maximovalor sedio conlacepaBbHI, con
un crecimiento promedio de 7,5 cm en & medio
Papa Dextrosa Agar. Esta Ultima destaca también
por su mayor crecimiento en todos los medios,
con 6,7 cm en promedio; en las demés se reportd
s0lo 6,3 cm paral os cuatro medios. Asimismo, las
coloniasdelacepaBbHI destacanen el desarrollo
promedio de crecimiento diametral, con 2,05 mm
diarios, manteniéndose las deméas cepas entre
191 y 194 mm.

La Papa Dextrosa Agar (PDA) es e medio
mas eficiente por €l desarrollo en la produccién
de conidias, y € desarrollo diametral. Ademas,
por su facil preparacion y bago costo de sus
ingredientes, es e mas indicado para iniciar €l
aislamientoy produccion de Beauveria brongniartii
y asi propiciar su megjor desarrollo masal.
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