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Disponer de un método adecuado para la conser-
vación de cepas promisorias es uno de los aspectos
más importantes para el desarrollo de un candidato a
agente de control biológico (ACB). En la literatura se
informan diferentes variantes como los subcultivos
seriados, la liofilización y el empleo de aceites en el
medio de cultivo (10, 11,13).

El subcultivo es un método sencillo y utilizado tra-
dicionalmente para la conservación de microorga-
nismos. Sin embargo, el empleo de esta alternativa
para la conservación pudiera traer como resultado la

pérdida de ciertas características originales en la cepa,
cambios morfológicos, alteraciones en los componen-
tes de la pared celular y pérdida o atenuación de la
virulencia (2). Estos efectos  indeseados se
incrementan con el número de subcultivos (6).

Se han informado cepas de hongos que no han ex-
perimentado cambios en sucesivos subcultivos (3), por
lo que parece ser que  los estudios de estabilidad deben
realizarse de manera específica para cada ACB e, in-
cluso, la cepa en cuestión, ya que se conoce que en
algunos casos, ciertos medios de cultivo pueden pro-
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RESUMEN: Un aspecto importante en el desarrollo de un microorganismo como agente potencial de
control biológico es disponer de un método de conservación adecuado para  la cepa seleccionada, sin
afectación de sus características. Entre los métodos más usados se encuentra los subcultivos seriados.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de esta práctica sobre la cepa IMI SD 187 del hongo
nematofago Pochonia chlamydosporia var. catenulata, a través del comportamiento de las enzimas
proteasas. El estudio se desarrolló  en medio sólido, a través de la medición del halo de degradación de
la gelatina adicionada al medio, el crecimiento del hongo y el indicador Actividad Proteasa (AP), a
diferentes días post inoculación. Se demostró que este método de conservación de cepas no afectó la
producción de las proteasas, lo cual reafirma la robustez de la cepa analizada.
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STABILITY OF IMI SD 187 Pochonia chlamydosporia var. catenulata STRAIN ON SOLID
MEDIUM

ABSTRACT: A safe conservation method not affecting the strain characteristics is essential for developing
any microorganism as a potential biological agent. The serial subculture is one of the most used methods.
The aim of this work was to find out the effect of this practice on protease production by the strain
IMI SD 187 of the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia var. catenulata. The study was
carried out on solid medium by measuring the gelatine degradation halo, the fungal growth and the PA
indicator (protease activity) at different days after inoculation. Adverse effects of serial subculture on
protease production by the strain studied were not observed confirming the robustness of this strain.
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veerlo de una óptima patogenicidad y virulencia, in-
fluir en la germinación y en el crecimiento micelial (5).

 Para la selección de un método de conservación
adecuado se precisa de herramientas que permitan
realizar un monitoreo periódico de la estabilidad
genética, requerimiento imprescindible para el éxito en
el desarrollo de un producto comercial y para el regis-
tro del ACB. Tradicionalmente este monitoreo se basa
en el estudio en el tiempo de la morfología; aspectos
de la patogenicidad y efectividad de la cepa.

El análisis del comportamiento de las enzimas
involucradas en el proceso infeccioso y el uso de
marcadores moleculares han sido empleados para la
selección de cepas de microorganismos con un efec-
to beneficioso para el hombre, pero en la actualidad
constituyen herramientas importantes a tener en cuen-
ta para el chequeo no solo de la estabilidad genética,
sino también de la pureza del inóculo a emplear en la
producción masiva del ACB.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
subcultivos seriados en Pochonia chlamydosporia var.
catenulata, cepa IMI SD 187, a través del comportamien-
to de enzimas hidrolíticas relacionadas con el proceso
de infección, especialmente de las proteasas, secretadas
en medio sólido suplementado con gelatina.

Los subcultivos de la cepa IMI 2 (2 subcultivos),
IMI 40 (40 subcultivos), IMI 60 (60 subcultivos) y IMI
100 (100 subcultivos) se realizaron sobre medio Agar
harina de maíz, en el Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA), según la metodología des-
crita por Montes de Oca et al. (7), los cuales se man-
tuvieron a 28ºC, en  oscuridad y subcultivados en
medio fresco, antes de ser empleados.

Para la evaluación de la producción de proteasas los
diferentes subcultivos del hongo fueron sembrados en
medio basal sólido constituido por: 0.03% NaCl; 0.03%
MgSO4 x 7 H2O; 0.03% K2HPO4; 0.02% de extracto de
levadura (14), suplementado con gelatina al 0.2% y con
azul de tripano al 0.03%. El medio se solidificó con
agar, al 15%. El colorante fue preparado en forma de
solución acuosa a concentración mayor, la cual fue
esterilizada con filtro milliporo 0.2um, antes de ser adicio-
nada al medio, previamente esterilizado, quedando a una
concentración de 0.03%. De igual forma se procedió con
la gelatina. Las placas Petri de 9cm de diámetro, con me-
dio sólido, se inocularon con un disco de 5mm de diámetro
extraídos de la periferia de la colonia pura de P.
chlamydosporia var. catenulata e incubadas a la oscuridad
a  28ºC. En cada tratamiento se realizaron tres réplicas.

Como control se incluyó el medio basal con y sin
gelatina. Las observaciones se realizaron a los 3, 5 y

7 días  después de la inoculación y se evaluó el diá-
metro de la colonia (dc) y del halo de degradación
(dhg), para con ellos calcular el indicador AP (Activi-
dad Proteasa) (8), donde:

AP =  dhg  /   dc.

El diseño del experimento fue completamente
aleatorizado. Todos los datos fueron comparados a
través de un Análisis de Varianza Simple y la Prueba
de Rangos Múltiples de Duncan, utilizando el progra-
ma  SAS (12).

En el parámetro diámetro de la colonia al tercer
día de la evaluación, no se encontró diferencias signi-
ficativas entre los subcultivos estudiados (Fig. 1). En
las evaluaciones correspondientes al quinto y sépti-
mo días se observó el mismo comportamiento.

FIGURA 1. Efecto de los subcultivos seriados en el diá-
metro de la colonia a los 3 días./ Effect of the serial
subcultures on colony diameter at 3 days.

Con relación a la formación del halo de degrada-
ción de la gelatina a los tres días se observaron dife-
rencias significativas del segundo subcultivo (IMI 2),
respecto a los dos siguientes, pero no respecto al
subcultivo número 100 (Fig. 2). Al parecer pudiera
haber un pequeño efecto de detrimento que poste-
riormente es superado en el subcultivo mayor. Esta
tendencia se manifestó de igual forma para los días
quinto y séptimo. Este efecto fue informado anterior-
mente para la cepa en estudio, argumentándose que
pudiera deberse a una capacidad mayor de absor-
ción de nutrientes del subcultivo menor y la necesi-
dad de un período de adaptación a las nuevas condi-
ciones de cultivo del subcultivo mayor (9).

El análisis  de varianza para los resultados obteni-
dos con el indicador AP no mostró diferencias
estadísticamente significativas para ninguno de los
días analizados, ni para los subcultivos estudiados
(Fig. 3).
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FIGURA 3. Efecto de los subcultivos seriados en el indi-
cador  AP (Actividad Proteasa) a los 3, 5  y 7 días post
inoculación./ Effect of the serial subcultures on PA indicator
at 3, 5 and 7 days after inoculation.

Existen referencias sobre la conservación de la
virulencia para cepas de Paecilomyces  farinosus des-
pués de 15 subcultivos seriados (4) y de hasta 98
pases sucesivos para Verticillium lecanii (3).
Brownbridge et al. (1) ensayaron en Beauveria
bassiana hasta 15 subcultivos con idénticos resulta-
dos. Recientemente, Vandenberg y Cantone (15) in-
formaron, para una cepa de Paecilomyces
fumosoroseus, que 30 transferencias sucesivas no
produjeron alteraciones en su patogenicidad. Por otra
parte, existen informes sobre la pérdida de
patogenicidad en algunas cepas de B. bassiana y
Metarhizium anisopliae (1, 10, 5).

Los resultados aparentemente contradictorios en
este tema han ayudado para evidenciar la considera-
ble variación inter e intra específica que existe res-
pecto a los subcultivos sucesivos y su efecto sobre la
estabilidad genética y la virulencia. Según Brownbridge
et al. (1), la variabilidad en los resultados de diferen-
tes autores pudiera deberse a las diferentes

metodologías empleadas en los estudios y al uso de
medios enriquecidos, que pueden conllevar a la ate-
nuación por producir mutaciones al azar.

En el caso de Pochonia y especialmente para la
cepa IMI SD 187, Montes de Oca et al. (7) realizaron
estudios preliminares en algunos indicadores impor-
tantes para el hongo como ACB, en los mismos
subcultivos analizados en este experimento y de igual
forma no encontraron atenuación en la virulencia al
comparar el subcultivo 2 con los correspondientes a
los 40, 60, 80 y 100 pases sucesivos. En esta oca-
sión, este grupo empleó el ensayo API ZYM y llegó a
la conclusión de que los niveles de producción de
enzimas analizados fueron similares para los
subcultivos antes mencionados. Posteriormente,
Peteira et al. (9), utilizando los mismos materiales,
dirigieron la atención hacia las enzimas relacionadas
con el proceso infeccioso de Pochonia chlamydosporia
sobre huevos de Meloidogyne incognita (Proteínas
totales, proteasas, quitinasas, lipasas y esterasas) en
medio líquido, obteniendo resultados similares.

El empleo del medio sólido es más simple y menos
costoso que los ensayos de determinación de activi-
dad enzimática y de API ZYM, efectuados para
Pochonia con anterioridad. En este caso no se reco-
mienda analizar solamente un día de la dinámica, te-
niendo en cuenta que el objetivo fue monitorear las di-
ferencias entre los subcultivos. Los presentes resulta-
dos concuerdan con los planteamientos de Park et al.
(8) en cuanto a  la necesidad de realizar, al menos, tres
evaluaciones en el tiempo, del parámetro analizado.

Esta es una técnica sencilla y económica que pue-
de ser aplicada como rutina para apoyar el control de
la calidad durante el proceso de producción, como
una primera aproximación para la solución del pro-
blema (si las enzimas proteasas son importantes en
el ACB que se esté estudiando). Su aplicación  está
de acuerdo con los bajos insumos conque, por lo ge-
neral, cuentan los países en vías de desarrollo en-

FIGURA 2. Efecto de los subcultivos
seriados en el diámetro del halo de degra-
dación de la gelatina a los 3 días./ Effect of
the serial subcultures on gelatine
degradation halo diameter at 3 days. Me-
dias con letras desiguales, difieren
significativamente para (p ≤ 0,05).
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frascados en la producción de un ACB.  Como una
segunda alternativa se pudiera emplear el método de
las tiras de API ZYM y por último la determinación de
actividades específicas, método más seguro y exacto,
pero a la vez el más costoso de los tres analizados.

En este estudio, se constató, que la práctica de los
subcultivos seriados como método de conservación no
afecta la expresión de las enzimas proteasas relacio-
nadas con el proceso de infección hasta el subcultivo
100. Los resultados obtenidos muestran que la cepa
IMI SD 187 es lo suficientemente robusta y estable
como para permitir un número significativo de transfe-
rencias sucesivas sobre medio artificial empobrecido,
lo cual tiene un impacto directo en el proceso de pro-
ducción y en la conservación de la cepa original, debi-
do a que el método de subcultivos seriados es uno de
los más económicos y accesibles a todo tipo de labo-
ratorio que se dedique a la producción masiva del ACB.
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