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INTRODUCCION

Los aislados de hongos entomopatégenos
colectados en campo tienen informacion
genética heterogénea, lo que puede dar lugar a
variaciones celulares que implican cambios en
las  propiedades fisicas, fisiolégicas vy
bioquimicas (Estrada et al. 1997, Jenkins et al.
1998, Cortez-Madrigal et al. 2003). Por lo tanto,
después de haber seleccionado un aislado o
aislados virulentos para el desarrollo de un
micoinsecticida, el siguiente paso es la
obtencién de cultivos monospdéricos (Jenkins et
al. 1998) que permite contar con aislados
genéticamente homogéneos, con una mayor
estabilidad en todas sus propiedades.

En estudios previos se ha comprobado que los
cultivos monospéricos presentan caracteristicas
mejoradas, en comparacién a sus respectivos
multiespéricos, en la germinacién, la tasa de
crecimiento, la produccion de propagulos en
medio sélido y liquido, la produccion de
proteasas y la virulencia, todas estas variables
consideradas como factores de virulencia
(Giraldo et al. 2001, Cortez-Madrigal et al. 2003,
Ayala-Zermefio et al. 2005, Castellanos-Moguel
et al. 2007, Castellanos-Moguel et al. 2008,
Toriello et al. 2008, Khachatourians & Qazi,
2008, Montesinos-Matias et al. 2011). Asimismo,
el trabajo de investigacion con cultivos
monosporicos permite que los resultados
obtenidos entre diferentes grupos de trabajo
sean reproducibles (Strobel et al. 1996). La
seleccidon basada en la evaluacion de factores
de virulencia permite la seleccién de un solo
aislado monosporico. Tanto el aislado
multiespérico, como el resto de los -cultivos
monosporicos deberan ser almacenados de
manera segura utilizando las técnicas de
conservacion para hongos a largo plazo
(Jenkins et al. 1998, Humber 1997).
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La obtenciébn de cultivos monospéricos se
realiza con algunos métodos descritos, como el
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC),
pero este método no garantiza que cada UFC
proceda de un solo conidio (Goettel & Inglis
1997). El método que se describe a continuacion
es aplicable para la mayoria de los hongos, con
excepcion de aquellos que no germinan en
medios artificiales

OBTENCION DE
MONOSPORICOS

AISLADOS

1.- Cultivar los hongos en tubos con agar

Dextrosa Sabouraud suplementado con Extracto
de Levadura al 0.2% (SDAY), a 28°C hasta

alcanzar una esporulacion 6ptima.

2.- Preparar una suspension de conidios en
Tween 80 al 0.05% y cuantificar en una camara
de Neubauer, hasta obtener una suspensién de
1 x 1083 conidios/mL.

3.- Preparar cajas de Petri con 10 mL de agar
SDAY. Como alternativa se puede utilizar
agarosa al 0.8% para el caso de hongos con
conidios pequefios (p. €j.
Akanthomyces lecanii (Zimm.) Spatafora, Kepler
& B. Shrestha).

4.- Colocar 50 pL de esta suspension de
conidios en el centro de las cajas de Petri y
dispersar con una varilla de vidrio estéril.

5.- Realizar la siembra por cuadruplicado e
incubar a 28 £ 1°C.

6.- Monitorear el cultivo a partir de las 12 h con
el objetivo de 10x (Fig. 1) de un microscopio
optico.

7.- Localizar un conidio germinado y verificar
con el objetivo de 40x.

8.- Regresar al objetivo de 10x vy ubicar el
conidio en el centro del campo visual.

9.- Bajar el revélver del microscopio, cerrar el
diafragma hasta que solamente se observe un
pequefio haz de luz sobre la regién donde se



localiz6 el conidio (un area de 2 mm?
aproximadamente (Goettel & Inglis 1997, Mier et
al. 2002).

Figura 1. Conidio germinado de un hongo
entomopatégeno entre 18 y 19 h después de haber
sido sembrado en agar de Sabouraud (40x).

10.- Realizar pequefios cortes con una aguja de
diseccion de manera que se forme un cuadro
(area de 2 mmz2 aproximadamente) en torno a la
circunferencia del haz de luz.

11.- Observar nuevamente con los objetivos de
10x y 40x para verificar que el area donde se
hizo el corte contenga un solo conidio.

12.- Tomar la fraccién de agar con el conidio
germinado con un asa fina plana (Fig. 2) y
colocarlo en una caja de Petri o tubo con medio
SDAY inclinado e incubar a 28°C.

Figura 2. Asa fina plana.

13.- Transcurridas 72 h realizar las
observaciones a 4x para asegurar que el
crecimiento es originado de un solo conidio y
que esté libre de contaminacion (Fig. 3).

14.- Transcurridas 72 h realizar las
observaciones a 4x para asegurar que el
crecimiento es originado de un solo conidio y
que esté libre de contaminacion (Fig. 3).

Figura 3. Conidio germinado de
Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha &
Spatafora a las 96 h, al interior de un tubo con agar
inclinado (4x).

15.- Una vez que se han obtenido las colonias
(Fig. 4), realizar la conservacion siguiendo
cualquiera de los métodos descritos para
hongos (Humber 1997).
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Figura 4. Cultivo multiespérico del hongo
entomopatogeno Metarhizium acridum
(Driver & Milner) J.F. Bisch., Rehner & Humber, con
Sus respectivos monosporicos.

16.- Realizar la caracterizacion fenotipica,
produccion de enzimas y bioensayos de
variables considerados como «factores de
virulencia» (Khachatourians & Qazi 2008) de la
coleccién de monospdricos con su respectivo



multiesporico,
reportadas.

siguiendo  metodologias  ya

VENTAJAS

Los cultivos monospéricos garantizan la calidad
del aislado, y se asegura su potencial como
micoinsecticida (Cortez-Madrigal et al. 2003);
ademas se certifica que el aislado esta libre de
contaminacioén (excluyendo los micovirus). Es un
método sencillo, barato y eficaz.

DESVENTAJAS

Durante la obtencion de los  cultivos
monosporicos hay posibilidades de
contaminacién con bacterias y levaduras, en el
caso de las primeras se reduce al adicionar al
medio de cultivo 0.5 g/L de cloranfenicol (Choi et
al. 1999).
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