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UN MEDIO SIMPLIFICADO A BASE DE SOYA MAS AZUCAR
TURBINADA DE CANA PARA LA PRODUCCION DEL HONGO
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RESUMEN

El hongo Hirsutella nodulosa Petch resulta un importante enemigo
natural de muchos acaros fitéfagos. Para su produccién como
bioplaguicida es muy necesaria la determinacién de un medio de
cultivo sencillo, econémico y eficiente. Se ensayaron cinco concen-
traciones de soya (6, 8, 10, 12 y 14% p/v) con dos de azUcar turbinada
de cafa (3 y 4% p/v). Cada combinacion se distribuyé por separado
en tres erlenmeyers de 300 mL con 100 mL de medio cada uno, y
previa esterilizacion en autoclave a 121°C durante 25 min; se inocu-
laron con una suspensién micelial del hongo a 3% v/v para su fer-
mentacion durante cuatro dias en zaranda de produccién continua a
27 + 1°C y 180 rpm como ocurrié con el in6culo. Seguidamente se
recuper6 cada biomasa en papel de filtro por filtraciéon al vacio y se
colocé en una estufa a 60°C durante 24 h para determinar su peso
seco en balanza analitica. Los resultados se analizaron mediante un
ANOVA de clasificaciéon doble, previa transformacion de los datos en
Jx+1, y las medias se compararon entre si por la prueba de rangos
multiples de Duncan para p < 0,05. La mejor combinacién de soya
mas azUcar fue la de 14 y 3% p/v respectivamente, con resultados
que alcanzaron hasta un promedio de 1,14 g (peso seco de micelio)
por cada 100 mL de medio, lo que permite considerarlo econémico y
eficiente para la produccién a gran escala de este acaropatégeno y
como la primera experiencia en Cuba.

Palabras claves: Glicine max, Hirsutella nodulosa, cultivo sumergi-
do, azlcar de cafa

The fungus Hirsutella nodulosa Petch is an important natural enemy of
many phytophague mites and it is very necessary the determination of
a simple, economic and efficient culture medium for its production as
bioplaguicide. Five soybean concentrations have been assayed (6;
8; 10; 12 and 14% wi/v) with turbinated cane sugar (3 and 4% w/v).
Each combination has been distributed separately in three erlenmeyers
of 300 mL with 200 mL of medium each one. They have been sterilized
in autoclave at 121°C during 25 min and inoculated with a micelial
suspension of the fungus at 3% v/v. They were fermented four days
with a continuous shaker at 27 + 1°C and 180 rpm as well as the
inoculum. Each biomass was recovered on fitter paper by vacuum
filtration. They were put in an oven at 60°C during 24 h to determine
dry weight by analytical balance. The results were analyzed by an
ANOVA of double classification, previous data transformation in +/x+1.
Means were compared by Duncan Multiple Range Test for p < 0.05.
The best combination of soybean plus sugar was 14 and 3% w/v
respectively, with a mean up to 1.14 g (dry weight of mycelium) by
each 100 mL of medium. This result allows considering it as economic
and efficient for the great scale production of this mite pathogen and
which the first Cuban experience.

Key words: Glicine max, Hirsutella nodulosa, submerge culture, cane
sugar

INTRODUCCION

Las investigaciones realizadas en Cuba y otros paises
con el hongo Hirsutella nodulosa Petch, al que se le con-
sidera un importante enemigo natural de muchos acaros
fitéfagos [Cabrera y Dominguez, 1987 y 1987a; Minter
y Brady, 1980], han motivado el interés por su utiliza-
cién como bioacaricida.

La llegada al pais del acaro tarsonémido del arroz
Steneotarsonemus spinki Smiley a finales de 1997 [ Ra-
mos et al., 1998] y los estudios de H. nodulosa como
enemigo natural de este adcaro en Cuba y Sri Lanka
[Cabrera et al., 2002 y 2005], asi como lo dificil que

resulta su control por la via de la lucha quimica [Ca-
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Cabrera y otros

brera et al., 2002a], potenciaron la necesidad de pro-
fundizar en la posible utilizacién de H. nodulosa en los
programas de control biolégico y manejo integrado con-
tra esta y otras plagas. Para ello se requiere disponer,
en primer lugar, de un medio de cultivo y una tecnolo-
gia barata que permitan la produccién de este aca-
ropatégeno a gran escala y en las cantidades requeri-
das para tales fines.

El presente trabajo ofrece los primeros resultados en
Cuba sobre la busqueda de un medio simplificado, eco-
némico y eficiente para la produccién del hongo H. no-
dulosa en fase liquida y su importancia en la multipli-
cacion acelerada de este control biolégico.

MATERIALES Y METODOS

Para la determinacién del medio se pesaron por separa-
do 36,48, 60, 72 y 84 g de soya en grano (Glycine max
(Lin.) Merr.) y se echaron en erlenmeyers de 2 L con
500 mL de agua destilada para su coccién en autoclave
a 121°C durante 35 min. Luego el contenido de cada
recipiente se bati6 en una batidora licuadora durante
20 s y se filtraron separadamente por un pano de lien-
zo, con presiéon manual para la extraccion de cada par-
te liquida, las que se enrazaron con agua destilada a
600 mL para que la soya quedara a 6,8,10, 12y 14% p/v,

respectivamente.

A los primeros 300 mL con cada concentracion de soya
se le adicioné entonces el aziucar turbinada de cafia a
3% p/vy alos 300 restantes a 4% p/v, y se filtraron al
vacio por papel de filtro Whatmann no.1. Seguidamen-
te se vertieron por separado 100 mL de cada una de las
combinaciones de nutrientes a las diferentes concen-
traciones en erlenmeyers de 300 mL, y se esterilizaron
a 121°C durante 25 min. En las tres repeticiones que
tuvo el ensayo, el pH fluctué entre 5,8 y 7.

Como in6culo al 3% v/v se utiliz6 una cepa de H. nodulosa
recién aislada del acaro S. spinki y reproducida durante
96 h en medio H [McCoy et al.,1972, citado por Cabrera,
2001], colocado en zaranda de produccién continua a
180 rpm y una temperatura de 27 £ 1°C.

Transcurridos los primeros cuatro dias de fermenta-
cion, bajo las mismas condiciones antes sefialadas se
recupero por filtracién al vacio la biomasa producida
en cada medio, y estas se colocaron en estufa a 60°C
durante 24 h para luego determinar, en balanza analiti-
ca, la produccién micelial que se obtuvo en cada er-
lenmeyer.
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Todo el trabajo se realiz6é bajo un diseiio de bloques al
azar, en mesa de flujo laminar y con pro pipeta automati-
ca. Para el andlisis de los resultados se utiliz6 un ANOVA
de clasificacion doble, previa transformacién de los datos
en /x+1, y las medias se compararon entre si por la
prueba de rangos multiples de Duncan para p <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré la determinacién de un medio de cultivo con
buenas caracteristicas para su utilizacién en la produc-
cion de H. nodulosa en fase liquida, y cuyos resultados
superan significativamente a los del testigo, sin la pre-
sencia de la conidiacién del hongo en los medios liqui-
dos ensayados, pero si una abundante biomasa en las
diferentes combinaciones de soya mas azicar formada
por sus micelios y conidiéforos.

Se presentaron diferencias significativas para p < 0,05
entre el testigo y todas las concentraciones de soya mas
azucar, asi como entre algunas de las combinaciones de
estas fuentes de nutrientes, con los mayores resultados
amedida que se incrementaba el contenido de soya (F'ig. 1).
La dinamica de desarrollo de este acaropatégeno en las
combinaciones de nutrientes ensayadas fue muy rapi-
da en lo que respecta a la produccién de biomasa
micelial, la que alcanzé hasta un promedio de 1,14 g
(peso seco) por cada 100 mL de medio a los cuatro dias
de fermentacién a 27 £ 1°C y 180 rpm. La mejor com-
binacién de soya mas azicar turbinada de caiia fue la

de 14% p/v y 3% p/v respectivamente.

La seleccion de los medios de cultivos a partir de
sustratos naturales y sus buenos resultados no solo
dependeran de su riqueza nutricional, ya sea en nitro-
geno, carbono u otros elementos, sino ademas de las
caracteristicas del medio como viscosidad, turbidez y
pH entre otras, segiin sefialara Cabrera (2001).

El procedimiento metodolégico utilizado para la extrac-
cién de elementos como el nitrégeno a partir de la soya
fue similar al desarrollado por Cabrera (2001); resulté
eficaz, lo que permitié disponer de un medio simplifica-
do, eficiente y econémico para la reproducciéon de H. no-
dulosa, una vez combinada la soya con el azicar
turbinada de cana como fuente de carbono. La ausen-
cia de conidias en este caso no es consecuencia de los
medios utilizados, sino de que este acaropatégeno no
presenta conidiacién en cultivo liquido, como ocurre con
la mayoria de las cepas de H. thompsonii [Cabrera,

2001].



Un medio simplificado a base de soya...
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Figura 1. Produccién de biomasa de H. nodulosa en diferentes concentraciones de soya

y aztcar turbinada de cafia mas un testigo.

Como se aprecia en la I'ig. 1, se presentaron diferencias
significativas entre el testigo y todas las concentracio-
nes de soya, en lo que ala produccién de biomasa micelial
se refiere. Ello confirma la importancia del nitrégeno
organico en el desarrollo micelial de H. nodulosa, como
se sefial6 para H. thompsonii por Cabrera (2001).

La posibilidad de sustituir el extracto de levadura y la
peptona como fuentes portadoras de nitrégeno por la
soya, asi como la glucosa y la sacarosa, portadoras de
carbono, por el aziicar turbinada de cafia, permite dis-
poner de un medio de cultivo mucho mas econémico y
eficiente para la produccion de H. nodulosa, con rendi-
mientos de hasta 1,14 g de biomasa (peso seco) por cada
100 mL de medio a las 96 h de fermentacién. Esta cons-
tituye la primera vez que en Cuba se realizan estudios
parala bisqueda de un medio simplificado para la pro-
duccién de este hongo en fase liquida, y cuyos resulta-
dos son de vital importancia para la produccion acele-
rada de este control biolégico si se toma en consideracion
su lento crecimiento tanto en fase s6lida como liquida.

CONCLUSIONES

* Elmedio a base de soya 14% p/v mas azicar de caiia
turbinada a 3% p/v resulta el mas eficiente y econé-
mico para la produccién masiva del hongo H.
nodulosa en fase liquida, lo que valida su utilizacién
a gran escala.

* Las diferentes concentraciones de soya mas azdcar
que se ensayaron permitieron una buena dinamica

de desarrollo del hongo con resultados, en todos los
casos, superiores a los del testigo.

* H. nodulosa produce una abundante masa micelial
en el medio antes sefialado, y en ninguno de los casos
se observé la presencia de conidias.
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