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Resumen: E|l presente estudio se centré en
la aplicacién y evaluaciéon de las técnicas de
conservaciéon para 14 hongos filamentosos y
4 levaduras. Los métodos utilizados fueron
congelacion con glicerol al 10%, suspensién en
solucién salina al 0,85%, desecacién en papel filtro
y suelo, valorados a corto y mediano plazo, donde
se evalud su viabilidad por medio de la técnica
de microgota, permitiendo observar su pureza
y estabilidad morfoldgica. Se tomd un inéculo
inicial, para continuar a realizar la hora cero y sus
respetivas evaluaciones durante 6 meses (M1,
M2, M3, M4, M5, Mé), para determinar el mejor

método al cual responden las cepas de estudio. Se
realizdé un disefio experimental utilizando bloques
al azar, con siete repeticiones y datos estadisticos
mediante software ®IBM SPSS Statistics 23 prueba
Duncan y una significancia de (<0,05). Como
resultado, se recuperaron el 95% de las cepas
evaluadas, demostrando que los cuatro métodos
de conservacién implementados cumplieron los
parametros de viabilidad, pureza y estabilidad
morfolégica, debido a que mantienen las
caracteristicas iniciales de cada microorganismo;
el mejor método de conservacion fue suspension
en solucién salina al 0,85% con una media de
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4,1535 (a) y viabilidad del 61,1% (a), seguido por
congelacién con glicerol al 10% con una media
de 4,032(a, b) y viabilidad de 58,8% (a, b). Por lo
tanto, se sugiere la implementacién de estos dos
métodos para preservar las presentes y futuras
cepas de hongos filamentos y levaduras del
laboratorio.

Palabras clave: Hongos filamentosos, levaduras,
viabilidad, pureza y estabilidad morfoldgica.

Abstract: The present study focused on the
application and evaluation of conservation
techniques for 14 filamentous fungi and 4 yeasts.
The methods used were freezing with 10%
glycerol, suspension in 0.85% saline solution,
drying on filter paper and soil, evaluated in the
short and medium term; where its viability was
evaluated through the micro drop technique,
allowing to observe its purity and morphological
stability. An initial inoculum was taken, to
continue to carry out zero hour and its respective
evaluations for 6 months (M1, M2, M3, M4, M5,
Mé) to determine the best method to which the
study strains respond. An experimental design
was carried out using randomized blocks, with
seven repetitions and statistical data using
the ®IBM SPSS Statistics 23 Duncan test and a
significance of (<0.05). As a result, 95% of the
evaluated strains were recovered, demonstrating
that the four conservation methods implemented
met the parameters of viability, purity, and
morphological stability, since they maintain the
initial characteristics of each microorganism, the
best conservation method was suspension. in
0.85% saline with a mean of 4.1535 (a) and viability
of 61.1% (a), followed by freezing with 10%
glycerol with a mean of 4.032 (a, b) and viability
of 58.8% (a, b). Therefore, the implementation of
these two methods is suggested to preserve the
present and future strains of filamentous fungi
and yeasts in the laboratory.

Keywords: Filamentous fungi, yeasts, viability,
purity and morphological stability.
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l. Introducciéon

Los microorganismos representan un papel
esencial para el mantenimiento y funcionamiento
de los ecosistemas globales y como fuente de
nuevos recursos para el desarrollo de la medicina,
la industria, la agricultura y la biotecnologia; por
ello, se hace necesario conservar esta fuente
microbiana y esto se garantiza mediante las
colecciones de cultivos [1], [2]. Es fundamental
conocer las condiciones de crecimiento vy
temperaturas  apropiadas, las propiedades
bioquimicas y las necesidades fisiologicas de
cada microorganismo, asi como también los
métodos de preservacién favorables para su
conservacién y mantenimiento en el tiempo [3].
La conservacién microbiana contempla métodos
de conservacién a corto, mediano y largo plazo.
La preservaciéon a corto plazo se utiliza cuando
no hay suficiente infraestructura o equipamiento,
y dado que el método maés utilizado para la
conservacion de este tipo de microorganismos es
la siembra continua o repiques sucesivos.

Se ha observado que la resiembra continua o
repiques sucesivos no es una técnica adecuada 'y
muchasde lascepasbacterianasy fungicas pierden
viabilidad, y pueden presentar microorganismos
contaminantes, impidiendo el mantenimiento
de cultivos puros a través del tiempo, haciendo
improductivo el esfuerzo del personal que ha
aislado estos microorganismos. Este sistema de
conservaciéon en subcultivos seriados o repiques
sucesivos es también el que tradicionalmente
se ha utilizado en Colombia [4]. Con el fin de
seleccionar el método de conservacion mas
adecuado, se realizan evaluaciones de viabilidad
celular, pureza e, incluso, la determinacion
de la actividad biolégica por la cual se aislé el
microorganismo [5].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
viabilidad mediante dilucién seriada y siembra
por microgota, junto con disefio experimental
utilizando bloques al azar, con siete repeticiones,
obteniendo datos practicos a través de
experimentos en el laboratorio y comparandolos
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con estudios estadisticos mediante software
®IBM SPSS Statistics 23 prueba Duncan y una
significancia de (<0,05), La prueba Duncan forma
dos subconjuntos: el subconjunto 1, integrando
los hongos filamentos y levaduras, indica que sus
medias son iguales, y el subconjunto 2, integrado
por los cuatro métodos de conservacion;
esta prueba indica una diferencia significativa
entre subconjuntos. Para asi seleccionar el
método mas adecuado para la conservacion
de los microrganismos dentro del laboratorio
y poder estudiar su pureza con un resultado de
presencia o ausencia de colonias caracteristicas
de cada una de ellas en el medio de cultivo
seleccionado; la estabilidad morfolégica se
realizé comparando la siembra peridédicamente
con la evidencia obtenida de la cepa inicial,
tanto en caracteristicas macroscopicas como en
estructuras microscépicas, durante un periodo de
6 meses.

Il. Metodologia
Cultivos microbianos
Los microorganismos utilizados fueron cepas

de Beauveria bassiana, Fusarium semitectum,
Fusarium sp, Isaria lilacinus, |saria fumosoroseus,

Tabla 1. Métodos de conservacion implementados

Penicillium crysogenum, Penicillium roquefortii,
Rhizoctonia sp, Rhizopus sp, Curvularia sp,
Trichoderma viride, Trichoderma harzianum,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Candida
utilis, Saccharomyces boulardii, Saccharomyces
ovarum y Saccharomyces cerevisiae, las cuales
se conservaban por el método de repiques
sucesivos en el Laboratorio de Investigaciones
de Microbiologia Avanzada de la Universidad
Francisco de Paula Santander, Cucuta, Colombia.
Estas cepas se reactivaron en medio avena (avena
molida 20,0g, agar-agar 17,0g, micostatin 0,03mL,
pH final: 6,0 = 0,2 a 25°C) y agar Sabouraud
(glucosa 0,4g/L, pluripeptona 10 g/L, agar 15g/L,
cloranfenicol 0,05 g/L, pH final: 5,5+0,2 a 25°C),
para hongos y levaduras, respectivamente; se
llevaron a incubacion de 5 a 7 dias/25°C.

Conservacién de los microorganismos

Se aplicaron 4 métodos de conservacion:
congelaciéon con glicerol al 10%, suspension en
solucién salina al 0,85%, desecacion en papel filtro
y suelo. En un disefo experimental al azar por un
periodo de 6 meses para evaluar su viabilidad,
estabilidad y pureza de cada uno los métodos a
utilizar. Los métodos que se implementaron son
descritos en la tabla 1.

Método Metodologia Material a utilizar Referencia
Tubos eppendorf en congelaciéon con 90 tubos eppendorf almacenados por separado o
. o L - . [1]y [6] modificado
1 glicerol al 10% estéril en ultracongelacién en bolsas plésticas, con 9 tubos con muestras a
o de [7]
a-50°C. evaluar y 1 blanco como control.
Tubos eppendorf en suspensién de 90 tubos eppendorf almacenados por separado
2 soluciona salina a 0,85% estéril en en bolsas plasticas, con 9 tubos con muestras a Modificado de [8]
refrigeracién a 4°C. evaluar y 1 blanco como control.
- 90 tubos eppendorf almacenados por separado
3 Tubos eppendorf en desecacion de papel en bolsas plasticas, con 9 tubos con muestras a Modificado de [9]

filtro estéril en refrigeracién a 4°C.

evaluar y 1 blanco como control.
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Método Metodologia Material a utilizar Referencia
Tubos eppendorf con suelo estéril en 90 tubos eppendorf almacenados por separado
4 refrigeracién a 4°C, en condiciones de en bolsas plasticas, con 9 tubos con muestras a Modificado de [10]

oscuridad.

evaluar y 1 blanco como control.

Nota: para los 4 métodos utilizados se realizaron un total de 360 réplicas por cepa en donde se planteé de esta manera para
futuras investigaciones a largo plazo.

Nota: Fuente elaboracién propia (2023).

Preparacion del inéculo

Para la preparacion del inéculo se utilizd un
Erlenmeyer aforado con solucion isoténica estéril;
a cada cepa se le realizé raspado con ayuda de
espatula estéril y/o hisopo estéril, permitiendo
homogenizar la muestra mediante un vortex para
luego calcular la concentracion inicial de cada uno
de los indculos preparados (modificado de [11]),
para luego ser usados en la evaluacién de cada uno
de los métodos de conservacion. La concentracién
de cada inéculo fue calculada mediante conteo
directo en cadmara de Neubauer ®Boeco-Bright
Line. La concentraciéon debe oscilar entre 104 y
107células/esporas/mL [10].

Método de conservacion por congelacion con
glicerol 10%: se agregaron 500puL de la soluciéon
de glicerol al 20% a cada tubo eppendorf, para
llevar a cabo la esterilizacion en autoclave
®Allamerican 75X a 121°C/15 Psi/15min por 3
veces. Se adicionaron 500 pL del inéculo para
cada cepa en los tubos con glicerol al 20%,
logrando una concentracién final del crioprotector
glicerol al 10%, procediendo a la conservacién
en ultracongelador (®Thermo  Scientific-Forma
88000 Series a -50°C) [6]. Para su recuperacion
se retira el tubo eppendorf del ultracongelador,
se verifica que esté bien sellado, y se lleva a un
bafio termostatico a 37°C/10min, para lograr un
equilibrio térmico [6], [1] modificado [7], finalmente
se realiza su evaluacién de viabilidad, pureza y
estabilidad morfolégica de cada cepa.

Método de conservacion por suspensiéon en
solucién salina al 0,85%: se agregaron 500 uL de
solucién salina al 0,85% a cada tubo eppendorf,
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siendo esterilizados en autoclave a 121°C/15
Psi/15min. Agregando 500uL del inéculo para
cada una de las cepas en los tubos previamente
marcados e identificados y procediendo a la
conservacion en refrigerador ® Thermo Scientific-
Jewett a 4°C modificado [8]. Para su recuperacién
se retira el tubo del refrigeradory se realiza dilucién
seriada.

Método de conservacion en desecacion de
papel filtro: se cortaron tirillas de papel filtro
0,6x1,5mm, separadas en sobres de papel Kraft
y se esterilizaron en horno ®Thermo Scientific-
Heratherm, a 160°C/2h. Las tirillas de papel filtro
se dispusieron de manera aséptica sobre cajas Petri
con agar PDA, se agregaron 5puL del inéculo sobre
cada tirilla y se llevaron a incubacién a 25°C/5dias;
posteriormente, las tirillas impregnadas del
microorganismo son transferidas a las cajas vacias
para su proceso de desecaciéon a 37°C/7dias.
Se guardaron 4 tirillas por tubo eppendorf
debidamente marcado e identificado y se llevd a
refrigeracién a 4°C para posteriormente realizar
las evaluaciones correspondientes modificado
[9].Para el proceso de recuperacién de cada una
de las cepas se extrajo una tirilla de papel filtro
conservada, y se suspendié en 1 ml de Tween 20
al 2% estéril, agitando en vortex por 5seg/50rpm,
liberando las células y estructuras reproductivas de
la cepa, permitiendo evaluar periédicamente.

Método de conservacion en suelo: se
afiadieron 0,5 g de suelo a cada tubo eppendorf,
siendo esterilizados en autoclave durante tres
veces a 121°C/15Psi/30min, dejando enfriar
completamente, posteriormente se adicionaron
se 200pL del indculo inicial en los tubos con
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suelo, previamente marcados e identificados; se
llevaron a incubacion a 25°C/3dias; pasado este
tiempo se conservaron en refrigerador a 4°C en
condiciones de oscuridad modificado [10]. Para su
recuperacion se suspendié el contenido total de
un tubo eppendorf en un vial con agua peptona
estéril al 1% agitando en voértex por 5seg/50rpm,
esperando la formaciéon de tres fases y tomando
fase intermedia para proceder a realizar dilucién
seriada.

Evaluacién de los métodos de conservacion

Con el fin de seleccionar el método de conservacién
adecuado, se realizaron evaluaciones periddicas
para determinar la viabilidad, pureza, y estabilidad
morfolégica. Empleando 2 medios de cultivo
especificos, agar avena para hongos filamentosos
y PDA para las levaduras. Los métodos de
conservaciéon se evaluaron por un disefio
experimental utilizando bloques al azar, con siete

repeticiones; una evaluacién inicial u hora cero,
posteriormente se realizé una evaluacién mensual
durante los 6 meses siguientes a la conservacion;
retirando 3 tubos al azar con el microorganismo
y el blanco por cada método; de esta forma se
evaluaron 16 muestras al mes para cada cepa
estudio.

La Viabilidad de cada una de las cepas se evaludé
mediante técnica de goteo en placa o microgota,
por tener buena resolucién, ser rapida y econémica
para la cuantificacion de células fungicas [12]. La
técnica consistié en realizar diluciones seriadas del
inéculo y suspender una microgota en el medio
de cultivo gelificado; para la dilucién se dispuso
de 3 series para cada método, desde la dilucion
10-1 hasta 10-7 como lo muestra la figura 1, y para
el sembrado de cada cepa utilizada se dispuso
de cajas Petri de diferente tamafio y el medio
de cultivo indicado para su crecimiento como lo
muestra la figura 2.

Figura 1. Esquema de las diluciones usadas para la viabilidad
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4500 pL de agua peptona estéril al 1%, es agregado a cada vial

Se extra 20 pL de cada vial seriado y se suspende por duplicado
en cada cuadrante sefalado en la caja Petri.

Nota: Fuente elaboracién propia (2023).
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Figura 2. Esquemas utilizados en las cajas Petri para el sembrado de las cepas

Hongos filamentosos: agar avena (caja Petri 100*15mm), se realiza por duplicado

Levaduras: agar PDA (caja Petri 150*25mm), se realiza por duplicado

Nota: Fuente elaboracién propia (2023).

Las lecturas se realizaron para los hongos
filamentosos entre el dia 5y 7 luego de la siembra
y para las levaduras al dia 3; reportando UFC
(Unidades Formadoras de Colonias/mL, UFC/mL),
observando la forma de crecimiento y si presenta
variacion en las diferentes conservaciones. Se
realizaron recuperaciones periddicas para evaluar
la conservacion de cada una de las cepas; es decir,
que el microorganismo no variara su morfologia
macroscopicay microscopica. La pureza se confirmé
evidenciando ausencia de crecimiento de colonias,
pigmentaciones, estructuras diferentes de la cepa

implementando una prueba control o blanco
para cada cepa en cada método de conservacion.
La estabilidad morfolégica se observé con un
comparativo estructural y de pigmentos con la
cepa inicial, tanto macroscépicamente como
microscopicamente.
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Analisis estadistico

La viabilidad de cada uno de los hongos
filamentosos y levaduras se realizd mediante
un recuento de la poblacién microbiana en UFC
mL" segln cada método de conservacion, se
transformé a unidades Log,,. El comportamiento
de esta poblacién microbiana se cuantificé con
la viabilidad a corto y mediano plazo, segun
la ecuacién 1, y se expresé como la tasa de
supervivencia del microorganismo [13].

2100 [14] Ecuacion (1)

A partir de estos resultados, se realizé un andlisis
de varianza a través de un modelo lineal general
multivariante y pruebas de comparacién multiple
post hoc para las medias observadas a través
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de la prueba de Duncan para un nivel de una
significancia (<0,05) en el programa estadistico
®IBM SPSS Statistics 23.

Resultados
Viabilidad

La viabilidad se consideré positiva observando
crecimiento solo de colonias con las mismas
caracteristicas  iniciales para cada hongo
filamentoso y levadura, correspondientes a las
cualidades morfoldégicas como color y textura
en todos los hongos evaluados. No se observd
contaminacién durante todas las evaluaciones
realizadas. Con respecto a los resultados a
corto plazo (2 meses), para la viabilidad de los 4
métodos de conservacidn, el anélisis estadistico
de las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos (a, b, ¢, d), mostré que el método a
corto plazo més estable para las 17 cepas fue el de
suelo con unamedia 6,1533(a), seguido de solucién
salina al 0,85% con 4,9631(b), glicerol al 10% con
4,2892(c) y papel filtro con 3,6033(d), como lo
muestra la figura 3. El método de conservacion
en suelo obtuvo diferencias significativas con
respecto a cada uno de los métodos, coincidiendo
con resultados de investigaciones a este proceso,
que explican que los conidios del hongo vy
blastoconidias de las levaduras posiblemente
tienen afinidad con los agregados del suelo que
no fueron desnaturalizados por el proceso de
esterilizacion [15].

Asi mismo, el suelo actla como protector de los
microorganismos, los cuales se adhieren a las
particulas del suelo cuando ocurre la desecacion
con el objetivo de detener el crecimiento
microbiano mediante la eliminacion del agua
disponible de la célula, como lo han indicado
investigaciones asociadas al proceso [1], [5]. De
acuerdo con ello, esta técnica también podria
ser utilizada en la conservacién, no solo de otros
hongos filamentosos y levaduras productores de
conidios y blastoconidias respectivamente, sino
también de la gran mayoria de bacterias que
producen células enquistadas en condiciones
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adversas, como bacterias del género Bacillus sp
formadoras de esporas, que frecuentemente son
aisladas de suelo.

Figura 3. Porcentaje (%) de viabilidad a corto plazo

Métodos de Conservacién a Corto
Plazo (2 Mes)
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0,85%

Métodos de Conservacién

Nota: Fuente elaboracién propia (2023).

En la figura 4, se observan los resultados para
viabilidad con los 4 métodos de conservaciéon
aplicados después de 6 meses. El anlisis
estadistico mostré las medias para los grupos en
los subconjuntos homogéneos (a, b, ¢), indicando
que los métodos a mediano plazo (6 meses), méas
estables para las 17 cepas, fueron solucién salina al
0,85% con una media de 4,1535(a) y glicerol al 10%
con 4,032(a, b), suelo con 3,7612(b) y papel filtro
con 2,4661(c), donde la conservacion con solucién
salina a 0,85% y glicerol al 10% hacen parte de
un subconjunto (a) indicando que no presentan
diferencias significativas entre ellas; sin embargo,
el método del glicerol al 10% pertenece también
a otro subconjunto (b) junto con el método de
conservacién en suelo (b) lo que demuestra que,
a pesar de estar en diferentes subconjuntos, es tan
poca la significancia que en la practica se puede
implementar cualquiera de estos tres métodos,
solucion salina a 0,85%, glicerol a 10% y suelo,
obteniendo excelentesresultados (Tabla 2); el papel
filtro se encuentra en el subconjunto (c) indicando
que existen diferencias significativas con todos los
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métodos anteriores; aunque no pertenece a los
primeros subconjuntos su diferencia, no supera
en 1,5 unidades logaritmicas frente a los mejores
métodos, queriendo decir que la conservacion en
papel filtro también podria ser una buena opcién a
la hora de implementar métodos de conservacién
a corto plazo, ya que al transcurrir del tiempo
va perdiendo viabilidad como lo sugieren otras
investigaciones [16].

Figura 4. Porcentaje (%) de viabilidad a mediano

plazo
Métodos de Conservacién a Mediano
Plazo (6 Mes)
4,2 ab a b
S35
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0

Glicerol al Solucién Papel Suelo

10% Salina Filtro
0,85%

Métodos de Conservacién
Nota: Fuente elaboracién propia (2023).

La técnica suspension en solucién salina a 0,85%
fue la que reporté mayor viabilidad, concordando
con lo reportado con otras investigaciones que
exponen que los pardmetros de viabilidad y
estabilidad morfoldgica de los cultivos microbianos
aislados de Trichoderma sp. y Azotobacter sp. y
el mantenimiento de su pureza, indicaron que las
técnicas de conservaciéon mas adecuadas fueron
los viales con solucién salina estéril (0,85% NaCl)
y viales con suelo estéril, ambos bajo condiciones
de refrigeracién a 4°C [4], [6].

La técnica de congelacién en glicerol al 10%,
reporté un buen porcentaje de viabilidad, debido
a la concentracién del crioprotector que impide
que se formen cristales de hielo sin ser tdxica para
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los microorganismos estudiados; estos resultados
coinciden con los reportados por algunos autores,
indicando que los crioprotectores son sustancias
que protegen del dafio que se puede producir
en las células microbianas en el momento de
la congelacion [17], [18], [19]. La temperatura
utilizada en el presente trabajo para esta técnica
fue favorable, coincidiendo con la aplicacién de la
congelacion ultra fria (-50 a -80), que afirman que
los mayores porcentajes de viabilidad se dan al
conservar a temperatura de =70°C [20], [21].

La conservaciéon en suelo alcanzé un valor de 3
unidades logaritmicas por debajo de la evaluacién
a corto plazo (2 meses), indicando que obtuvo
menos valores individuales de porcentaje de
viabilidad, al ser comparado con las otras dos
metodologias de conservacién en solucién salina
a 0,85% y glicerol al 10%; sin embargo, no existen
diferencias significativas entre este método y
el método de conservacién en glicerol al 10%,
determinando igualmente que la significancia
entre ellos permite deducir que no existe mayor
diferencia entre los tres métodos en el momento
de requerir la implementacién de alguno, siendo
la técnica de conservacidén en suelo estéril, un
método efectivo, de facil aplicabilidad y eficaz,
ajustandose a lo reportado por algunos autores
que fundamentan que el soporte que ofrece el
suelo es estable, pues se considera un material
G.R.AAS.  (generalmente  reconocido  como
seguro) y no cabe la posibilidad de que contenga
sustancias que, a pesar de realizar el proceso de
esterilizacion, sigan siendo reactivas y generen
detrimento del microorganismo conservado [5].

La técnica del papel filtro que se ubica en tercer
subconjunto (c) evidencia la disminucion de
viabilidad de 1 o 2 unidades logaritmicas con
respecto a la evaluaciéon a corto plazo (2 meses);
a pesar de no obtener los valores de viabilidad
deseados, no deja de ser un buen método, pues es
econémico, no requiere de equipos sofisticados,
solo papel filtro, tubos eppendorfy un refrigerador
comun.
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Tabla 2. Tasa de supervivencia, segin los métodos de conservacion después de 6 meses

Tasa de supervivencia

Método de
conservacion
Hora 0 M1 M2 M3 M4 M5 M6
Glicerol al 10% 4,5924c¢ 4,6106b* 4,2892c 3,8884b* 4,0645b*

NaClal0,85% 4,9076b 4,7724b* 4,9631b
Papel filtro 4,0435d
Suelo 5,9518a

4,2265b* 3,873b*

3,5555a* 3,7612b*

(*) Medias seguidas con la misma letra en cada columna no presentan diferencias significativas entre si por

el Test de Duncan (P<0,05).
M Mayor viabilidad.
[FIMenor viabilidad.

Nota: Fuente elaboracién propia (2023).

Segun los resultados obtenidos, se seleccionaron
los métodos de conservacién en tubos eppendorf
con solucidon salina (NaCl 0,85%) refrigerados
a 4°C, congelacion con glicerol al 10% en
ultracongelacién a -—-50°C y viales con suelo estéril,
para la conservaciéon de los 18 microorganismos,
teniendo en cuenta que fueron mas presentes
en el mantenimiento de la viabilidad celular y la
pureza de los cultivos. Se recomendd mantener
los microorganismos estudio en los tres métodos
de conservacion simultdneamente dentro del
laboratorio.

Pureza y estabilidad morfolégica

La pureza y estabilidad morfolégica de las cepas
evaluadas durante los 6 meses se reconocié
visualmente mediante un estereoscopio (Leica
500) para su microscopia y un microscopio (Leica
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DM500) con objetivo de 40X y las levaduras con
objetivo a 100X para su microscopia, buscando
la presencia de contaminantes como bacterias,
levaduras u otros hongos. Como resultado de
esta prueba tal como se muestra en las figura 4,
se observé que las cepas no fueron afectadas
morfolégicamente por el tiempo de conservacion,
ni porlos métodos usados, ya que en todas las cajas
evaluadas se observé Unicamente crecimiento
de micelio y colonias, caracteristicas de cada
uno de los hongos filamentosos y levaduras, lo
que confirma la validez de estos métodos para
mantener la pureza de hongos como lo reportan
estudios de conservacién microbiana, donde las
cepas que se evaluaron mantuvieron su pureza
en condiciones estables durante el periodo de
evaluacion por métodos de conservacién en
buenas condiciones [5], [22], [23].
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Figura 5. Crecimiento de la morfologia macroscépica y microscédpica

Beauveria bassiana
Método congelaciéon
(Glicerol 10%)

Penicillium crysogenum
Método Desecacién en
Papel Filtro

Aspergillus niger
Método Suspension en
Solucién Salina 0,85%

Macroscépio

Aspergillus flavus Rhizopus sp

Microscépio

Nota: Fuente elaboracién propia (2023).

Se implementd la muestra en blanco o control,
para cada una de las evaluaciones de los 4
métodos de conservacion, donde se evallo
en conjunto con la viabilidad, sin presentar
crecimiento  alguno de  microorganismos,
indicando que las condiciones de asepsia del
ambiente, mesones y material empleado para la
conservacion, siempre fueron las adecuadas para
realizar la investigacion, siguiendo el protocolo
de desinfeccién empleados en el laboratorio.
Los resultados obtenidos en las pruebas de
pureza y estabilidad morfolégica realizadas,
demostraron que los métodos de conservacién
en estudio son aplicables para la preservacion
de hongos, ajustdndose a lo mencionado por
reportes sobre preservaciéon de hongos, que los
métodos de conservacion permiten mantener su
pureza y estabilidad morfolégica de las cepas
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Saccharomyces
boulardii

Curvalaria sp

almacenadas, aun después de ser mantenidas
por largos periodos, incluso muchos afos, sin
ningun tipo de cambio de las mismas [24] y [25].

Todas las cepas de hongos filamentosos
presentaron estabilidad morfolégica durante
el proceso de evaluaciéon de los 4 métodos de
conservaciéon empleados, sin alterar cambios
durante su crecimiento ni presentando otro
tipo de estructuras miceliales diferentes a las
iniciales; por otro lado, todas las cepas de
levaduras también mantuvieron constantemente
sus estructuras morfoldgicas estables, sin ser
alteradas o modificadas por el tiempo de
conservacion; estos resultados coinciden con las
afirmaciones hechas por [16], [3] y [9], quienes
mencionaron que los métodos de conservacion
de cepas microbianas no deben afectar la
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viabilidad, morfologia y estabilidad de las
cepas, por lo tanto los métodos evaluados en
esta investigacion cumplen con los objetivos de
pureza y estabilidad morfolégica y se pueden
convertir en una buena alternativa para la
preservacion de hongos filamentosos y levaduras
que hacen parte del Banco de Cepas del
Laboratorio de Investigaciones en Microbiologia
Avanzada de la Universidad Francisco de Paula
Santander, Cucuta, Colombia.

lll. Conclusiones

Los resultados del andlisis estadistico realizado
a los 4 métodos de conservacion aplicados en
el presente estudio, para mantener hongos
filamentosos y levaduras, indicaron que las
técnicas mas adecuadas fueron congelacién
con glicerol al 10% en congelador a -50°C,
suspensién en solucién salina al 0,85% vy
conservacion en suelo estéril; estos dos uUltimos
bajo refrigeracién a 4°C, a corto y mediano plazo
no presentaron diferencias significativas entre
ellos (p<0,05), mostrando altos porcentajes
de viabilidad, pureza y estabilidad en la
caracterizacion macroscépica y microscépica de
cada una de las cepas.

Los métodos de conservaciéon evaluados vy
con resultados exitosos correspondientes
a congelacion con glicerol al 10% en
ultracongelacién a —-50°C, suspensién en
solucion salina al 0,85% y conservacién en
suelo estéril bajo refrigeracion a 4°C, fueron
establecidos para mantener el banco de hongos
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filamentosos y levaduras en el Laboratorio de
Investigaciones en Microbiologia Avanzada de
la Universidad Francisco de Paula Santander,
Clcuta, Colombia, por considerarse eficaces
econdmica y técnicamente, salvaguardando
cada una de las cepas con sus caracteristicas
fenotipicas.

IV. Trabajo futuro

Aumentar el tiempo de incubacién para los
hongos filamentosos como Rhizoctonia sp,
Trichoderma viride, Trichoderma harzianum,
Curvularia sp, fusarium semitectum, ya que
generan estructuras diferenciales, tienden a
retardar su completo crecimiento, mientras
que Rhizopus sp tiende a tener un crecimiento
acelerado de esporulacién, su tiempo de
incubacién debe ser mas corto.

Completar los formatos de los bancos de cepas
de los laboratorios de microbiologia, mediante
caracterizacion molecular de cada una de las
cepas estudio y aplicar pruebas fisiolégicas,
ya que, aparte de estudiar su viabilidad frente
a cada método, se estudie cémo inciden los
métodos en sus actividades bioldgicas.

Implementar otros métodos de conservacion,
tanto a corto, mediano y largo plazo, que
permitan seguir preservando las cepas para
futuros trabajos investigativos, de tal manera
que se puedan ampliar los conocimientos
en la aplicacién de la industria de los hongos
filamentosos y levaduras, y de sus metabolitos.
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