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Procedimientos para el registro, aislamiento,
mantenimiento, preservacion y sistematizacion de una
coleccion de hongos entomopatogenos

Introduccion

El paso inicial para comenzar una coleccion de mi-
croorganismos es la adquisicién de las cepas, que de-
pende del interés del centro o instituto y se realiza a
través de varios mecanismos: obtencién a partir de
otras colecciones ya establecidas, aislamiento e identi-
ficacion a partir de su lugar de origen y pase a partir
de cultivos puros.

La coleccion de hongos entomopatdgenos de Ce-
nicafé comenzdé en 1990, con el aislamiento del hongo
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin a partir de
brocas recolectadas en frutos brocados en el Munici-
pio de Ancuy4d, Narifio (Vélez y Benavides 1990). Pos-
teriormente, en 1991, ingresaron aislamientos prove-
nientes de la Estacién Experimental Tulio Ospina
(Bello, Antioquia), del Instituto Colombiano Agrope-
cuario (ICA), de trabajos de investigacion, de solicitu-
des de aislamientos de otros paises y muestras reco-
lectadas en los reconocimientos de campo por el per-
sonal técnico de Cenicafé, de los Comités Departamen-
tales de cafeteros y de otras instituciones que envian pe-
riddicamente muestras de insectos atacados por hongos
para su identificacion (Posada y Vélez 1997). Asimismo,
ingresaron 46 aislamientos del CABI, los cuales fueron
utilizados para desarrollar trabajos de investigacion
(Jiménez 1992).

Tomando en cuenta el valioso recurso genético
representado por estos microorganismos y su poten-
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cial de uso en programas de manejo integrado de in-
sectos plagas en cultivos de importancia econémica, se
ha elaborado el presente estudio con el fin de suminis-
trar informacion acerca de los procedimientos para el
registro, aislamiento, mantenimiento, preservacion y
sistematizacion de una coleccién de microorganismos.
Esta coleccién se constituye en una herramienta tutil
para la comunidad cientifica nacional e internacional,
con propdsitos académicos y de investigacion.

Registro para el ingreso de aislamientos

La informacion que se obtiene de cada aislamiento se
registra en un formato en el cual se incluyen la fecha,
los datos del hospedante, el estadio bioldgico atacado,
la localidad, las condiciones del ataque, campo o labo-
ratorio, el clima predominante, el cultivo, el recolector,
la persona que realiz6 la identificacion y los métodos
de preservacion en laboratorio (Fig.1).

Con la informacién recolectada, se establecieron
las condiciones de ocurrencia y distribucién de los ais-
lamientos, agrupandolos por regiones naturales, con-
diciones predominantes de las localidades: himedas o
secas, altitud, temperatura promedio del lugar de re-
coleccién, y método de preservacion del aislamiento
en condiciones de laboratorio (Posada y Vélez 1997).

La identificacién de los insectos hospedantes se
hizo con base en la informacion suministrada por el
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Figura 1. Registro de la recepcion de muestras de insectos.

recolector sobre la especie vegetal atacada, o por la
comparacion con especies identificadas en la coleccién
de referencia de insectos de Cenicafé, o empleando cla-
ves para la identificacion (Posada y Vélez 1997).

Aislamiento e identificacion del material bioldgico
Cuando el microorganismo se aisla a partir de un in-
secto atacado, en condiciones naturales o en condicio-
nes de cria, se comienza por desinfestar el insecto. Pa-
ra tal fin, se trata con detergente comercial Teepol
Plus® (Shell S.A., Colombia) durante cinco minutos y
se lava con agua destilada estéril (ADE) usando ma-
llas de tul estériles que sirven de colador. Posterior-
mente, se coloca en contacto con una soluciéon de hi-
poclorito de sodio al 1% (tomar lcc de hipoclorito de
sodio comercial (5,25%) y ajustar a 100 cc con agua
destilada estéril) durante dos minutos y se enjuaga
con ADE, utilizando de nuevo la malla de tul. Este
material desinfestado se coloca en una toalla de papel
para que absorba el agua residual. Es importante co-
nocer la fragilidad del material con el fin de utilizar
los tiempos de desinfestacion adecuados y evitar el
fracaso en el aislamiento del agente causal.
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Posteriormente, se siembra el material en el me-
dio nutritivo Sabouraud-dextrosa-agar (SDA, Ref.
Oxoid o Merck) con acido lactico al 44% (1 ml por ca-
da 100 ml de medio). Las cajas de cultivo se incuban a
22-25°C hasta la obtencion del crecimiento blanco al-
godonoso, caracteristico del hongo (Barnett 1998,
Domsch et al. 1980). Se realiza la observacion directa
del hongo en un microscopio de luz blanca (Ref. Zeiss,
Standard 25) mediante la adicion de una gota de azul
de lactofenol a una parte del cultivo esporulado (Vé-
lez y Benavides 1990).

Para evitar dafios en las estructuras del hongo al
tomar una parte de inéculo directamente de la colonia
desarrollada en el medio nutritivo, se utiliza la técnica
del microcultivo, lo que permite identificar facilmente
la ontogenia de las conidias a partir de las células co-
nidiégenas, su forma y tamafio. Para eso, se toma una
parte de la colonia del microorganismo en estudio con
un asa recta y se siembra por picadura en cajas de Pe-
tri con medio SDA. Una vez que el cultivo haya espo-
rulado, al cabo de tres a cinco dias, a 25°C, se corta con
un bisturi flameado el bloque de agar en el cual se
realizé la picadura y se lleva a una Idmina portaobje-
to; se agrega una gota de azul de lactofenol, se cubre
con una laminilla y se observa al microscopio de luz
blanca con el objetivo de 40X.

Para facilitar la observacion de las estructuras del
hongo al microscopio, también se recomienda el uso
de la cinta transparente, un método de identificacion
rapido y confiable que permite observar el microorga-
nismo directamente de la colonia desarrollada en me-
dio enriquecido o del lugar de procedencia: insecto o
material vegetal o lefioso. Para esto, se toma la cinta
transparente con la ayuda de los dedos indice, colo-
cando en contacto el reverso de la cinta con el mi-
croorganismo o la lesion causada por este en el tejido
vegetal o lefioso. Posteriormente, la cinta se coloca
sobre una lamina portaobjetos con azul de lactofenol
y se observa al microscopio de luz blanca, con el obje-
tivo de 40X.

Cuando se requiere el uso de técnicas que asegu-
ren una mayor pureza genética y homogeneidad del
microorganismo en estudio, se utiliza la técnica de ob-
tencion de esporas individuales, método que ofrece
también una alternativa para purificar los hongos y
bacterias (Tuite 1969). Una vez esporulado el cultivo
del hongo en estudio, se realizan diluciones y de aque-
lla que contenga menos cantidad de esporas, se toma
el inéculo con una asa en argolla y se realiza una siem-



bra en estria, sobre las lineas guia que estan previa-
mente demarcadas por el reverso de las cajas de Petri
con SDA. Al cabo de 24 horas de incubacién a 25°C,
se observa la espora germinada al microscopio de luz
blanca y se transfiere a un medio enriquecido (Estra-
da et al. 1997).

Mantenimiento del material biolégico

Los subcultivos seriados constituyen un método de
mantenimiento y son un procedimiento tradicional, el
cual consiste en repicar periddicamente el microorga-
nismo a un medio de cultivo fresco y almacenar a tem-
peraturas ambiente o entre 4 y 8°C. A partir de un cul-
tivo puro, se toma una parte del crecimiento del hongo
con un asa recta previamente flameada y se siembra por
picadura en tubos de agar inclinado o en cajas con me-
dio de cultivo; la incubacion se realiza a 22-25°C.

Métodos para la preservacion del material biologico
Las técnicas para el aislamiento y la preservacion de
microorganismos dependen de las caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas del agente bioldgico
(Snell 1991, Kirsop y Doyle 1991). Existen otros facto-
res que afectan la recuperacion y el crecimiento de los
mismos, tales como requerimientos nutricionales del
medio de cultivo, pH y actividad del agua, la tempera-
tura bajo la cual se almacenan y las condiciones de luz
y aireacién. Los métodos de preservacion que redu-
cen el metabolismo a una dormancia artificial, me-
diante procesos de congelaciéon o deshidratacion, pa-
recen ser los mas exitosos (Kirsop y Doyle 1991).

Para la preservacién de los aislamientos identifi-
cados se utilizan metodologias recomendadas por el
Instituto Micoldgico en Inglaterra (Smith y Onions
1994), en las cuales se asegura una baja actividad me-
tabdlica mediante un proceso de remocion gradual
del contenido de agua celular, con el menor riesgo de
variacion en las caracteristicas fisiologicas y genéticas
de cada microorganismo.

La congelacién en glicerol al 10% a -25°C, o crio-
preservacion, es una técnica de preservacion exitosa,
porque el metabolismo estd virtualmente suspendido,
lo que garantiza estabilidad genética (Joshi et al.
1991). Para esto, se obtiene una suspension de esporas
del hongo en agua destilada més glicerol al 10% y, lue-
go de dispensar 2 ml en viales de polipropileno, se so-
mete a un proceso de congelacién gradual. Pueden
utilizarse temperaturas de congelacién bajo 0°C, pero
se recomienda el almacenamiento del material biol6-

gico de -15 a -25°C para asegurar una mayor viabili-
dad e integridad de este a través del tiempo (Fig. 2).
Con el propésito de proveer suficiente material, y ase-
gurar un inéculo homogéneo para pruebas que se de-
ben realizar con cierta periodicidad, se preparan sus-
pensiones celulares de concentracion conocida en gli-
cerol al 10%, las cuales se almacenan hasta el momen-
to de la realizacion de las pruebas (Valdés y Vélez
1998).

El proceso de preservacion en nitrégeno liquido
corresponde al mismo proceso mencionado para la
preservacion en glicerol al 10% (Fig. 2), con una tem-
peratura final de almacenamiento del material biol6-
gico a -196°C, mediante el uso del nitrégeno en tan-
ques disefiados para almacenar los viales de propileno
con las suspensiones celulares.

La congelacion del material biolégico se debe
realizar en forma gradual, y la descongelacion rapida-
mente, mediante el calentamiento de la suspensién en
bafio marfa a 37°C durante 15 minutos, lo que gene-
ralmente permite altas viabilidades (Heckly 978) y
evita la formacion de cristales de hielo que rompen la
pared celular, causando lisis o ruptura celular (Joshi et
al. 1991).

La liofilizacién es un método que permite la des-
hidratacién de la célula a través de la sublimacion del
hielo, y es continuada hasta obtener un bajo conteni-
do de humedad residual, para dar lugar a un material
compacto que se disuelve posteriormente con facili-
dad; esta técnica fue ampliamente usada en un princi-
pio con cultivos de hongos (Tello ef al. 1991). Los
crioprotectores usados para la liofilizacién son la le-
che descremada (medio comercial), suero, peptona y
varios azucares y mezclas de estos, esterilizados en au-
toclave a 121°C durante 10 minutos, a excepcion del
suero y otras sustancias sensibles al calor, que son es-
terilizadas por filtracion (Smith y Onions 1994).

A partir del crecimiento del hongo en un tubo de
ensayo, se adicionan 5 ml de leche descremada al 10%
(Ref. Difco); posteriormente, se agita en vortex duran-
te un minuto para remover las esporas y se vierten 0,5
ml en cada uno de los diez frascos viales de vidrio (ca-
pacidad de 4 cc), previamente esterilizados y rotula-
dos. Si el crecimiento del hongo se obtiene en caja de
Petri, se toma suficiente cantidad de esporas con un
asa en argolla y se llevan al tubo de ensayo que con-
tiene los cinco mililitros del crioprotector. Finalmen-
te, se tapa cada frasco vial con un tapén de caucho es-
téril, de forma que el cierre no quede hermético, es
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Figura 2. Procedimiento para la criopreservacion de microorganismos.

decir, que los espacios del tapén queden expuestos pa-
ra facilitar el intercambio de gases durante el proceso
de liofilizacién (Fig. 3). La liofilizacién del material
bioldgico se realizé en el equipo LABCONCO, con
los siguientes parametros: temperatura de congela-
cioén -35°C; temperatura de calentamiento 12°C; velo-
cidad en la que ocurre la sublimacién: 0,8°C/minuto;
duracion del proceso: 24 horas (Fig. 3).

Se recomienda que los frascos viales conserven el
mismo tamarfo, para que el sellado al vacio sea exitoso;
una vez finalizado el proceso de liofilizacidon, los frascos
viales deben sellarse inmediatamente con los agrafes,
para evitar que los aislamientos ganen humedad; se de-
be desinfectar el equipo liofilizador con detergentes co-
mo Extrdn o Sanivec, antes y después de cada proceso,
y no se recomienda el uso de alcohol o hipoclorito por-
que pueden maltratar u oxidar el equipo.

Debido a los cambios osméticos a los cuales es so-
metida la espora en el proceso de la liofilizacion, se
deben tener en cuenta el crioprotector, el rango de en-
friamiento y de calor requerido durante la deshidrata-
cion, la humedad residual, el periodo de liofilizacion y

las condiciones de almacenamiento, entre otras, ya que
estos factores pueden afectar la viabilidad y la estabili-
dad de los microorganismos (Smith y Onions 1994).

Evaluacion bioldgica en los procesos de
liofilizacion y criopreservacion

El material bioldgico liofilizado se sometié a pruebas
de viabilidad y contenido de humedad antes de ser al-
macenado a temperatura ambiente durante doce me-
ses. El porcentaje de humedad se evalué tomando
tres frascos viales al azar y, con la ayuda de una espa-
tula, se verti6 el contenido en una bandeja; la hume-
dad se determiné en un desecador de luz hal6gena
(Ref. Mettler toledo), empleando dos repeticiones por
lectura, con tiempos de secado de tres minutos cada
uno (Fig.3).

La viabilidad de los aislamientos se evalu6 adicio-
nando 0,5 ml de agua destilada estéril o agua peptona-
da al frasco vial con el microorganismo liofilizado; lue-
go de 30 minutos de hidratacion, se agité en vortex du-
rante un minuto y se realizé la siembra masiva en un
medio enriquecido segin los requerimientos del mi-
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Figura 3. Procedimiento para la liofilizacién de microorganismos.

croorganismo por recuperar; al cabo de 5-8 dias, se ob-
servo el crecimiento del microorganismo, registrando
la viabilidad de la siguiente manera:

+: Se recupero el aislamiento (crecimiento
puro y con esporulacion)

- No se recupero el aislamiento

d: Débil crecimiento micelial y esporulacion

c: Ailsmiento contaminado

El contenido final de agua residual en el material
liofilizado puede interferir en la conservacion del mi-
croorganismo, causando la muerte celular o mutacio-
nes por dafio en el ADN; asi, el contenido de hume-
dad no puede ser menor del 1% ni superior al 5%
(Smith y Onions 1994).

Para la recuperacion o reconstituciéon del mate-
rial biolégico preservado en glicerol al 10% a tempe-
raturas bajo cero o en nitrogeno liquido, se sometie-
ron los aislamientos a choque térmico, durante 15-30
minutos, en bafio maria a 37°C y se realiz6 la siembra
masiva en un medio enriquecido. Es recomendable
que el material que se ha sometido a choque térmico
no sea congelado nuevamente, ya que en este intento
la formacién de cristales podria ocasionar el rompi-
miento de la célula.

Sistematizacion de la coleccion de hongos
entomopatogenos

Considerando que la coleccion de Cenicafé constituye
un aporte a la comunidad cientifica, se cre6 una base
de datos en el programa Microsoft Access (Office 97),
con toda la informacién concerniente al aislamiento y
con un sistema de bisqueda que facilita al usuario un
registro agil y oportuno, relacionado con el hospe-
dante, orden, familia, género y cepa, entre otras op-
ciones.

Conclusion

La coleccion de hongos entomopatdgenos del Cenica-
fé cuenta con 131 aislamientos de B. bassiana, 55 de
M. anisopliae, seis de Paecilomyces lilacinus y uno de
Fusarium sp. Cenicafé ha puesto este valioso recurso
bioldgico a disposicién de las diferentes instituciones
que desarrollan investigacion con hongos entomopa-
tégenos, asi como también a instituciones involucra-
das con la produccién, formulacién o aplicacién en el
campo de productos biolégicos con base en estos en-
tomopatdgenos.

La coleccion de hongos del Cenicafé se encuentra
debidamente registrada, identificada, preservada y
sistematizada, lo que se constituye en un germoplas-
ma de gran valor, con diversas aplicaciones en el cam-



po de la investigacion. Adicionalmente, se cuenta con
un libro en el que se registran las solicitudes de los ais-
lamientos por parte de las instituciones; el formato
cuenta con las especificaciones de cantidad entregada,
forma de preservacién del aislamiento, solicitante, fe-
cha de entrega y fecha de devolucién, ya que los aisla-
mientos que se retiran del cepario son recuperados de
nuevo, con el fin de evitar la pérdida de este material.

El material biol6gico suministrado a dichas entida-
des ha sido preservado a través de la técnica de alma-
cenamiento en glicerol al 10%, a -25°C, y su recupera-
cién ha sido exitosa. En cuanto al material biolégico
liofilizado y almacenado a 25°C, el hongo B. bassiana
presentd en general buena viabilidad; sin embargo, el
porcentaje de humedad fluctué entre 1,3 y 8,5%
(Cuadro 1). Es importante observar la viabilidad de
los aislamientos con humedad superior al 5% a través
del tiempo. En cuanto a M. anisopliae, hasta el presen-
te no se ha observado una respuesta homogénea en
la recuperaciéon de los aislamientos liofilizados
(Cuadro 1).

El mantenimiento de los aislamientos por subcul-
tivos seriados se recomienda para las colecciones pe-
queiias, en las que el mantenimiento de microorganis-
mos se hace a corto plazo; sin embargo, la periodici-
dad de esta actividad estd sujeta a la variacion en las
caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas, debido a
que no hay suspensién del metabolismo. Ademas,
puede ocurrir contaminacién por esporas aéreas O
presencia de 4caros, por lo que se requiere una conti-
nua supervision por parte de un especialista, para ase-
gurar que el microorganismo no sea mezclado o reem-
plazado por un contaminante (Tello et al. 1991).
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Cuadro 1. Viabilidad y porcentaje de humedad en los aisla-
mientos liofilizados de B. bassiana y M. anisopliae después
de doce meses de almacenamiento.

Aislamientos Viabilidad % de
viabilidad

Bb 9003 c --
Bb 9017 - 0
Bb 9019 + 100
Bb 9024 + 100
Bb 9108 + 100
Bb 9119 + 100
Bb 9020,9503,9316 + 100
Bb 9304,9027,9228,9232,9002,9301  +, +,+,d,+,+ 83,3
Bb 9004,9225,9208,9105,9230 +,+,d, +, + 80,0
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Bb 9006,9117,9019 + 100
Bb 9112,9018 + 100
Bb 9105,9402 + 100
Bb 9116 + 100
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Ma 9222 - --
Ma 9101 - --
Ma 9108 - -
Ma 9202,9401,9236 -
Ma 9224 - --
Ma 9231 - --
Ma 9106 - -
Ma 9003 - -
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Ma 9106,9217, -
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Ma 9212 + 100
Ma 9236 - -
Ma 9235 - -
Ma 9234 + 100

+: Se recupero el aislamiento; -: No se recuperd el aislamiento; d: Aislamiento
con crecimiento micelial y esporulacién débil; e: Aislamiento contaminado.
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