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CAPÍTULO 7 

Preservación de entomopatógenos  

y normativas y funciones de las colecciones 

de cultivos microbianos 

Alejandra C. Gutierrez, Marcela L. Hipperdinger 

y Claudia C. López Lastra 

Conservación de patógenos de insectos. Datos de colecta. Colecciones de cultivos. Méto-

dos de preservación: Subcultivos; Agua destilada estéril; Preservación en papel de filtro; Silica-

gel; Criopreservación; Liofilización. Ventajas y desventajas de los distintos métodos. 

Introducción 

Para conservar correctamente las cepas microbianas tenemos que asegurarnos que el culti-

vo sea axénico, evitando contaminaciones durante el proceso de conservación; que durante el 

tiempo de conservación sobrevivan al menos el 70-80% de las células, y que estas células 

permanezcan genéticamente estables (García López & Uruburo, 2000). Debemos encontrar el 

método de preservación más indicado para el microorganismo, y en lo posible seleccionar dos 

métodos diferentes. 

Registro de los datos de campo para la recolección 

de los entomopatógenos 

En el momento de la recolección, la información detallada debe ser registrada con respecto a: 

• El insecto (especie, etapa, patología grave, comportamiento, ubicación en el medio

ambiente);

• Planta huésped o hábitat;

• Prevalencia de la enfermedad (especificar si ocurrió una epizootia y además cuán-

tos insectos enfermos se recolectaron);
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•  Coordenadas geográficas (GPS), elevación y condiciones climáticas locales (hume-

dad y temperatura); 

•  Fecha de recolección y nombre de la persona que hizo el muestreo. En el caso de 

que no fuera la misma persona agregar el Nombre de quien legó el material (legit) a 

la colección de cultivos. 

Información adicional relativa a un patógeno específico se puede consultar en Lacey, (2012). 

Los datos colectados en el campo son fundamentales para describir un microorganismo particular 

y al momento de querer preservar este microorganismo en una colección de referencia. 

 

 

Colecciones de cultivos 

 

La función primaria de una colección es el mantenimiento y suministro de cultivos, y la cus-

todia de la documentación asociada a ellos (Kirsop et al., 1991). Las colecciones de cultivos de 

microorganismos tienen gran importancia para la conservación del recurso genético y de la 

diversidad, constituyen fuentes de referencia, certificación, investigación y docencia. Asimismo, 

mediante estas colecciones se brindan servicios de asesoramiento y de transferencia del cono-

cimiento científico y tecnológico al sector público y privado (Gutierrez et al, 2017). La función 

principal de las colecciones es la conservación de cultivos microbianos axénicos, sin alteracio-

nes genéticas o mutaciones, ni cambios morfológicos o fisiológicos. Las colecciones deben 

permitir la preservación de las cepas en un estado estable y asegurar su viabilidad a largo pla-

zo (Smith & Onions, 1983). Las colecciones de cultivos deben disponer de un reglamento pro-

pio y de un manual de control de calidad, además deben establecer acuerdos de transferencia 

de materiales establecidos para las colecciones de cultivos (Davel, 2019). Para más informa-

ción de las Normativas y funciones de las colecciones de microorganismos se puede consultar 

en la Federación Latinoamericana de Colecciones de Cultivos (FELACC) y en la Federación 

Mundial de Colecciones de cultivos (WFCC). Por ejemplo la colección de referencia a nivel 

mundial de hongos entomopatógenos es ARS Collection of Entomopathogenic Fungi, cuyo 

acrónimo es ARSEF.  

 

 

Métodos de preservación 

 

En el caso de los hongos y de las bacterias entomopatógenas es importante evitar la pérdi-

da de características tales como la virulencia, la capacidad de esporular en medio de cultivo y 

las características visuales del cultivo como el color y forma de la colonia. Pueden aparecer 

numerosos problemas durante la manipulación o durante el almacenamiento (mutación genéti-

ca, pérdida de características, selección de poblaciones resistentes) hasta que una cepa se 

pierda por completo (Fisher & Garczynski, 2012). Otros parámetros pueden influir en la elección 

de una técnica en particular, como el costo, la infraestructura del laboratorio, el número de ce-



PATOLOGÍA DE INSECTOS – CLAUDIA C. LÓPEZ LASTRA Y JUAN JOSÉ GARCÍA (COORDINADORES)

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO  |  UNLP 64 

pas para almacenar, el manejo de la técnica, etc. Debemos recordar que ningún método es 

100% confiable y cada técnica presenta ventajas y desventajas.   

Los períodos de preservación pueden ser largos o cortos dependiendo de la técnica a em-

plear y del microorganismo a preservar. Períodos cortos: se emplean en cultivos durante inter-

valos cortos de tiempo, o cuando no se pueden emplear otros métodos (falta de equipos, recur-

sos o debido a que el hongo o bacteria no resisten otros métodos). Periodos largos: existen 

varias opciones para el almacenamiento a largo plazo, todas se basan en disminuir las funcio-

nes vitales de una célula o un organismo y así poder mantenerlo viable por períodos prolonga-

dos de tiempo (Humber, 2012). A continuación presentamos algunos de los métodos más co-

munes utilizados para la preservación de entomopatógenos. 

Períodos cortos 

1- Subcultivos 

Los cultivos se almacenan preferentemente en heladera a 4 °C, en tubos en estría, bien ce-

rrados y durante periodos de tiempo que oscilan dependiendo de las especies. Las bacterias y 

los hongos corren mayor riesgo de contaminación y pérdida de ciertas características (virulen-

cia), es un método que se recomienda de uso interno del laboratorio en el momento en que se 

utilizan ciertas cepas. En el caso de los hongos en particular, nuestra experiencia del laborato-

rio durante 30 años, hemos comprobado que este método de los repiques sucesivos no es 

recomendable para la preservación de hongos entomopatógenos, ya que se ha observado una 

disminución de la viabilidad y de la virulencia (Gutierrez et al., 2017). En el caso de las bacte-

rias el tiempo de preservación por éste método no debe ser mayor a 30 días. 

2- Agua destilada estéril 

Esta metodología se utiliza para hongos y también para bacterias, pero no en gran medida. 

Hay registros de hongos (no entomopatógenos) que fueron preservados en agua y permanecen 

viables durante 20 años (Hartung de Capriles et al., 1989). Es útil en los casos en que los hongos 

no puedan ser preservados por métodos de congelación o liofilización como por ejemplo los 

Oomycetes (Clarck & Dick, 1974). Esta técnica requiere sólo de tubos o viales con tapa a rosca y 

agua esterilizada (puede usarse agua corriente, agua desionizada o agua destilada), el material 

se puede almacenar en heladera a 4 ºC o bien a temperatura ambiente (Humber, 2012). 

Preservación de hongos en agua destilada estéril: 

1. Cortar con un bisturí estéril cubos de 1 cm3 de un cultivo fúngico esporulado.

2. Colocar 4-5 cubos dentro de un tubo de polipropileno (15 ml) esterilizados en auto-

clave con 10 ml de agua destilada estéril.

3. Cada tubo se conserva a 4 ºC.
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3- Preservación en papel de filtro 

Los cultivos de hongos y bacterias se pueden conservar en heladera a 4 ºC. El tiempo pro-

medio de preservación registrado en nuestro laboratorio, para los hongos entomopatógenos, ha 

sido de dos años. 

Protocolo de preservación de esporas de Bacillus spp. en papel de filtro adaptado de Fisher & 

Garczynski (2012) 

1. Aislar una colonia de una placa de agar nutritivo e inocular 10 ml de medio caldo nu-

tritivo. Incubar el tubo con agitación durante 48 horas a 30 °C. Verifique la esporula-

ción del cultivo.

2. Pasteurización: caliente el cultivo a 80 °C durante 20 minutos para seleccionar

las esporas.

3. Coloque asépticamente una gota de cada cultivo calentado en un trozo de papel

de filtro estéril, previamente colocado en un tubo de microcentrífuga tipo Eppen-

dorf (1.5 ml). 

4. Deje que el papel de filtro se seque en el tubo durante 3 semanas a 37 °C.

5. Selle el tubo en condiciones estériles con Parafilm y rotular fecha y cepa.

6. Almacene los tubos a 4 °C hasta su uso.

7. Para recuperar el papel de filtro, abrirlo en un ambiente estéril (bajo cámara de flujo

laminar o en mesada previa limpieza con alcohol y mechero de Bunsen encendido)

y colocar el papel de filtro en el medio apropiado para el crecimiento. Estas esporas

pueden permanecer viables por periodos prolongados, en nuestro laboratorio han

superado los 10 años (datos no publicados).

Protocolo para preservación de hongos entomopatógenos en papel de filtro 

El protocolo de preservación de cultivos de hongos entomopatógenos en papel, modificado 

y adaptado en el laboratorio de hongos entomopatógenos del CEPAVE, surge a partir de la 

técnica descrita por Fong et al. (2000). 

4- Sílica gel 

Para el caso de los cultivos de hongos la preservación de esporas en cristales de sílica gel 

anhidra sin indicador de color, se debe realizar en freezer -20 ºC. Este método es poco costo-

so, simple y confiable para los hongos entomopatógenos. Es útil solo para bacterias aerobias y 

hongos que puedan crecer en medios sólidos. 

Protocolo de preservación de esporas de hongos en sílica gel 

1. Llenar frascos de vidrio de 25 x 200 mm con tapa a rosca con un tercio de cristales

de sílica gel incoloro grado 40, y esterilizar los tubos conteniendo la sílica gel en es-

tufa a 160-180 ºC durante 1 a 6 horas.
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2.  Partir de un cultivo esporulado, colocar los conidios en 1 a 5 ml de agua destilada 

estéril o en una solución de leche descremada 5-7% (v/v), cerrar y agitar los tubos 

para formar una suspensión homogénea. 

3.  Colocar 1 ml de la suspensión en los cristales fríos de sílica gel, preparados previa-

mente, rotar y agitar los tubos lentamente. Mantener los tubos a temperatura am-

biente durante varios días y agitarlos periódicamente hasta que los cristales se se-

paren y hayan absorbido el agua. 

4.  Almacenar a -20 ºC. Es necesario controlar la viabilidad de las esporas entre 1 y 2 

semanas después de realizado el procedimiento. 

 

 

Períodos largos 

 

5- Criopreservación: Hongos, bacterias y virus 

Es el proceso en el cual las células o tejidos son congelados a muy bajas temperaturas, ge-

neralmente entre -80 ºC y -196 ºC, y se basa en la paralización del metabolismo celular por la 

disminución del agua disponible. Las células deberán ser suspendidas directamente en un 

agente crioprotector. Se pueden usar muchos crioprotectores para prevenir la formación de 

cristales de hielo durante el congelamiento, siendo algunos de los más usados glicerol (en dife-

rentes porcentajes de acuerdo a si se trate de bacterias u hongos), y dimetilsulfóxido (DMSO), 

entre otros ejemplos. 

 

Glicerol 

Protocolo para preservación de bacterias en glicerol 20% por congelamiento freezer -80 ºC 

adaptado de Fisher & Garczynski, 2012 

1.  Aislar una colonia de una placa de agar nutritivo e inocular 10 ml de caldo de cultivo. 

2.  Incubar el tubo en agitación a 250 r.p.m. a 30 °C por 24 horas. 

3.  Transferir 800 µl del cultivo de bacterias a crioviales o en su defecto tubos de micro-

centrífuga tipo Eppendorf (1.5 ml) que contengan 200 µl de glicerol estéril 10% (el 

glicerol actúa como un crioprotector). Cerrar tubo con Parafilm. 

4.  Pasar por vórtice para asegurar una mezcla uniforme. 

5.  Estos tubos se deben congelar inmediatamente a -80 °C. 

  

Protocolo para preservación de cultivos fúngicos en glicerol 10% 

1.  A partir de un cultivo fúngico esporulado cortar cubos de 0.5 cm3. 

2.  Transferir 2-3 de estos cubos a un tubo de microcentrífuga estéril tipo Eppendorf 

(1.5 ml) conteniendo glicerol 10% esterilizado previamente en autoclave.   

3.  Estos tubos deben preservarse a -20 ºC. Dependiendo de la especie fúngica pueden 

mantenerse hasta 1 año) 
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Para el método de preservación en freezer -70 o -80 ºC se debe proceder de la siguien-

te manera: 

1.  Colocar bloques de cultivos de hongos (esporulados) en su medio de cultivo original 

o bien suspensiones de esporas/ protoplastos, en recipientes esterilizados de plásti-

co resistentes a la congelación. Se agregaran previamente 1.5 ml de glicerol estéril. 

Por tubo colocar entre 3-6 muestras y rotular. 

2. Colocar los tubos en recipientes especiales, en conservadores de frío de policarbo-

nato (Nalgene®: Mr. Frosty) o bien en recipientes plásticos para freezer (los tubos se 

pueden colocar en un telgopor con perforaciones, el telgopor no debe estar en con-

tacto directo con el isopropanol). 

3.  En estos recipientes, conteniendo el isopropanol (250 ml), colocar los tubos y ubi-

carlos en heladera toda la noche (4 °C). 

4.  Luego pasar a freezer -70 °C durante 24 horas. 

5.  Sacar los tubos con los cultivos de los recipientes que contienen  isopropanol y de-

jarlos en cajas de cartón en el freezer -70 °C durante el tiempo deseado (López Las-

tra et al., 2001). 

Es importante preparar varios lotes a congelar ya que varios pasos de congelación y des-

congelación reduce la viabilidad de las bacterias y los hongos preservados. Por esto recomen-

damos que si descongela una muestra, ya no se debe volver a preservar. 

 

Preservación por congelamiento en ultra frío a -196 ºC 

Este método es el más complejo en criopreservación, se debe usar un control de temperatu-

ras mediante series programables y computarizado, y esto será seguido por un almacenaje a -

196 ºC, inmerso en nitrógeno líquido. Este sistema preserva a largo plazo tanto bacterias como 

hongos entomopatógenos, y la conservación podría prolongarse por muchos años, siendo este 

un método eficiente, pero es muy costoso. 

En el caso de la preservación de virus, las partículas virales incluidas (OBs) están protegi-

das por estructuras proteicas, por lo que son muy estables bajo condiciones de laboratorio, 

podrán ser preservados en agua bi destilada o bien en buffer fosfato (PBS) a temperatura am-

biente en un gradiente de 4 - 20 ºC o incluso preservarse a bajas temperaturas. Los partículas 

virales purificadas de todas las familias virales se almacenan a -80 ºC o bien bajo ultra frío en 

nitrógeno líquido a -196 ºC para reducir o evitar la pérdida de virulencia. Los virus de la Familia 

Iridoviridae conservados a -70 °C pierden progresivamente la capacidad de infectar, siendo 

muy baja después de los seis meses (Muttis, 2017). 

 

6- Liofilización 

La conservación por liofilización es un método estándar usado para virus, bacterias y hon-

gos. El mismo consiste en extraer toda el agua de un cultivo y preservar el material en ampollas 

cerradas al vacío. La liofilización está considerada como el método más adecuado para la pre-

servación de la mayoría de los microorganismos y es la técnica principal utilizada por la mayo-

ría de las colecciones de cultivos. La principal ventaja es que los tubos son fácilmente manteni-
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dos aún a temperatura ambiente, se realiza con relativa rapidez, los tubos ocupan poco espa-

cio de almacenamiento y son de fácil envío. La desventaja es el costo del equipo y el consumo 

energético. Existen diferentes protocolos para liofilizar, algunos se detalla en Lacey (2012). 

El efecto de los métodos de preservación debe ser evaluado para cada uno de los grupos 

de patógenos, por ejemplo para hongos y bacterias, la capacidad de esporular, su pureza y la 

viabilidad, es decir, la capacidad de germinación de las esporas. Al probar un método de pre-

servación debemos evaluar la viabilidad del cultivo preservado a los 15 días, 3 meses, 6 me-

ses, 1 y 2 años en lo posible. 

Si queremos obtener más información de los diferentes métodos de preservación de ento-

mopatógenos podemos consultar: para hongos López Lastra & Gutierrez (2019) y para bacte-

rias, virus y hongos Lacey (2012). 

Tabla 1. Métodos de preservación más frecuentes en bacterias (B), hongos (H) y virus (V). 

Método Ventaja Desventaja 
Tiempo promedio 

de preservación 

Subcultivos–

transferencias 

periódicas 

Económico 

Pérdida de virulencia y 

capacidad de esporular. 

Mutaciones 

15 días-2 meses (H) 

1-2 años (H) 

2-3 semanas (B) 

Papel 

Efectivo, simple y económico 

Útil para bacterias esporula-

das 

Viabilidad a corto-mediano 

plazo 

1-2 años (H)* 

meses a 2 años (B) 

Agua destilada 

estéril 
Económico y simple 

Sólo corto plazo. Problemas 

con la viabilidad  de las es-

poras 

1 año (López Lastra 

et al., 2002) 

Sílica gel 
Económico, simple, no re-

quiere equipamiento costoso 

Solo bacterias esporuladas y 

hongos que crecen en medio 

sólido. El almacenaje a largo 

plazo depende del sistema 

de cierre de los frascos 

>10 años (Montesi-

nos et al., 2015) (H) 

meses a 2 años (B) 

Freezer -20 ºC 
No recomendable para algu-

nos hongos EP 

Viabilidad a corto plazo (for-

mación de cristales de agua). 

Requiere la correcta elección 

del crioprotector 

1-2 años* (H) 

2 meses a 5 años (B) 

años (V) 

Freezer 

-70 o -80 ºC 
Muy efectivo a largo plazo 

Es costoso el equipamiento, 

su mantención y el material a 

utilizar 

Variable, en general 5 

a más años (H, B, V) 

Ultracongelación 

a -196 ºC en 

nitrógeno líquido 

Es el mejor método para los 

hongos EP a largo plazo 

Costoso equipamiento y 

mantención del mismo; muy 

demandante en tiempo y 

dedicación especializada 

Registro de 30 años 

(H, B, V) 

Liofilización 

Adecuado para hongos EP 

salvo que tengan mucho 

contenido de agua en sus 

células o requisitos especia-

les. Asegura la pureza, viabi-

lidad y estabilidad 

Es costoso el equipamiento, 

mantención y material para 

envasado. Requiere una 

preparación especial. Algu-

nos aislamientos no sobrevi-

ven el proceso 

Largo plazo (H, B, 

V); para virus se 

refieren hasta 5 

años (Williams & 

Cisneros, 2001) 

*datos obtenidos de la colección de hongos entomopatógenos (EP) y simbiontes de insectos y otros artrópodos del

CEPAVE (CONICET-UNLP), La Plata, Argentina (no publicados). 
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