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Resumen: El presente estudio se centró en 
la aplicación y evaluación de las técnicas de 
V��ÃiÀÛ>V���� «>À>� £{� ���}�Ã� w�>�i�Ì�Ã�Ã� Þ�
4 levaduras. Los métodos utilizados fueron 
congelación con glicerol al 10%, suspensión en 
Ã��ÕV����Ã>���>�>��ä]nx¯]�`iÃiV>V����i��«>«i��w�ÌÀ��
y suelo, valorados a corto y mediano plazo, donde 
se evaluó su viabilidad por medio de la técnica 
de microgota, permitiendo observar su pureza 
y estabilidad morfológica. Se tomó un inóculo 
inicial, para continuar a realizar la hora cero y sus 
respetivas evaluaciones durante 6 meses (M1, 
M2, M3, M4, M5, M6), para determinar el mejor 

método al cual responden las cepas de estudio. Se 
realizó un diseño experimental utilizando bloques 
al azar, con siete repeticiones y datos estadísticos 
mediante software ®IBM SPSS Statistics 23 prueba 
�Õ�V>�� Þ� Õ�>� Ã�}��wV>�V�>� `i� ­ćä]äx®°� 
����
resultado, se recuperaron el 95% de las cepas 
evaluadas, demostrando que los cuatro métodos 
de conservación implementados cumplieron los 
parámetros de viabilidad, pureza y estabilidad 
morfológica, debido a que mantienen las 
características iniciales de cada microorganismo; 
el mejor método de conservación fue suspensión 
en solución salina al 0,85% con una media de 
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4,1535 (a) y viabilidad del 61,1% (a), seguido por 
congelación 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 implementación de estos dos 
métodos para preservar las presentes y futuras 
Vi«>Ã� `i� ���}�Ã� w�>�i�Ì�Ã� Þ� �iÛ>`ÕÀ>Ã� `i��
laboratorio.

2CNCDTCU�ENCXG�����}�Ã�w�>�i�Ì�Ã�Ã]��iÛ>`ÕÀ>Ã]�
viabilidad, pureza y estabilidad morfológica.

Abstract: The present study focused on the 
application and evaluation of conservation 
ÌiV���µÕiÃ�v�À�£{�w�>�i�Ì�ÕÃ�vÕ�}��>�`�{�Þi>ÃÌÃ°�
The methods used were freezing with 10% 
glycerol, suspension in 0.85% saline solution, 
`ÀÞ��}����w�ÌiÀ�«>«iÀ� >�`� Ã���]� iÛ>�Õ>Ìi`� ��� Ì�i�
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, 
M6) 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 
Ã�}��wV>�Vi� �v� ­ćä°äx®°� ƂÃ� >� ÀiÃÕ�Ì]� �x¯� �v� Ì�i�
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 
«ÀiÃi�Ì� >�`� vÕÌÕÀi� ÃÌÀ>��Ã� �v� w�>�i�Ì�ÕÃ� vÕ�}��
and yeasts in the laboratory.

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

+��+PVTQFWEEKÏP

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 biotecnología; 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 y 
temperaturas apropiadas, las propiedades 
L��µÕ���V>Ã� Þ� �>Ã� �iViÃ�`>`iÃ� wÃ����}�V>Ã� `i�
cada microorganismo, así como también los 
métodos de preservación favorables para su 
conservación y mantenimiento en el tiempo [3]. 
La conservación microbiana contempla métodos 
de conservación a corto, mediano y largo plazo. 
La preservación a corto plazo se utiliza cuando 
����>Þ�ÃÕwV�i�Ìi���vÀ>iÃÌÀÕVÌÕÀ>���iµÕ�«>��i�Ì�]�
y dado que el método más utilizado para la 
conservación 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 
muchas de las cepas bacterianas y fúngicas 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 
conservación en subcultivos seriados o repiques 
sucesivos es también el que tradicionalmente 
Ãi� �>� ÕÌ���â>`�� i�� 
����L�>� Q{R°� 
��� i�� w�� `i�
seleccionar el método de conservación más 
adecuado, se realizan evaluaciones de viabilidad 
celular, pureza e, incluso, la determinación 
de la actividad biológica por la cual se aisló el 
microorganismo [5].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la 
viabilidad mediante dilución seriada y siembra 
por microgota, junto con diseño experimental 
utilizando bloques al azar, con siete repeticiones, 
obteniendo datos prácticos a través de 
experimentos en el laboratorio y comparándolos 
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con estudios estadísticos mediante software 
®IBM SPSS Statistics 23 prueba Duncan y una 
Ã�}��wV>�V�>�`i�­ćä]äx®]��>�«ÀÕiL>��Õ�V>��v�À�>�
dos subconjuntos: el subconjunto 1, integrando 
��Ã����}�Ã�w�>�i�Ì�Ã�Þ��iÛ>`ÕÀ>Ã]���`�V>�µÕi�ÃÕÃ�
medias son iguales, y el subconjunto 2, integrado 
por los cuatro métodos de conservación; 
iÃÌ>� «ÀÕiL>� ��`�V>� Õ�>� `�viÀi�V�>� Ã�}��wV>Ì�Û>�
entre subconjuntos. Para así seleccionar el 
método más adecuado para la conservación 
de los microrganismos dentro del laboratorio 
y poder estudiar su pureza con un resultado de 
presencia o ausencia de colonias características 
de cada una de ellas en el medio de cultivo 
seleccionado; la estabilidad morfológica se 
realizó comparando la siembra periódicamente 
con la evidencia obtenida de la cepa inicial, 
tanto en características macroscópicas como en 
estructuras microscópicas, durante un periodo de 
6 meses.

++��/GVQFQNQIÉC

%WNVKXQU�OKETQDKCPQU

Los microorganismos utilizados fueron cepas 
de Beauveria bassiana, Fusarium semitectum, 
Fusarium sp, Isaria lilacinus, IÃ>À�>�vÕ��Ã�À�ÃiÕÃ, 

Penicillium crysogenum, *i��V����Õ�� À�µÕiv�ÀÌ��, 
Rhizoctonia sp, Rhizopus sp, Curvularia sp, 
Trichoderma viride, Trichoderma harzianum, 
ƂÃ«iÀ}���ÕÃ� y>ÛÕÃ, 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 Microbiología Avanzada de la Universidad 
Francisco de Paula Santander, Cúcuta, Colombia. 
Estas cepas se reactivaron en medio avena (avena 
molida 20,0g, agar-agar 17,0g, micostatin 0,03mL, 
«�� w�>�\� È]ä� ´� ä]Ó� >� Óxc
®� Þ� >}>À� ->L�ÕÀ>Õ`�
(glucosa 0,4g/L, pluripeptona 10 g/L, agar 15g/L, 
V��À>�vi��V���ä]äx�}É�]�«��w�>�\�x]x´ä]Ó�>�Óxc
®]�
para hongos y levaduras, respectivamente; se 
llevaron a incubación de 5 a 7 días/25ºC.

%QPUGTXCEKÏP�FG�NQU�OKETQQTICPKUOQU

Se aplicaron 4 métodos de conservación: 
congelación con glicerol al 10%, suspensión en 
Ã��ÕV����Ã>���>�>��ä]nx¯]�̀ iÃiV>V����i��«>«i��w�ÌÀ��
y suelo. En un diseño 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.

6CDNC����Métodos de conservación implementados

Método Metodología /CVGTKCN�C�WVKNK\CT Referencia

1
Tubos eppendorf en congelación con 
glicerol al 10% estéril en ultracongelación 
a -50ºC.

90 tubos eppendorf almacenados por separado 
en bolsas plásticas, con 9 tubos con muestras a 
evaluar y 1 blanco como control.

Q£R�Þ�QÈR���`�wV>`��
de [7]

2
Tubos eppendorf en suspensión de 
soluciona salina a 0,85% estéril en 
refrigeración a 4°C.

90 tubos eppendorf almacenados por separado 
en bolsas plásticas, con 9 tubos con muestras a 
evaluar y 1 blanco como control.

��`�wV>`��`i�QnR

3 Tubos eppendorf en desecación de papel 
w�ÌÀ��iÃÌjÀ���i��ÀivÀ�}iÀ>V����>�{c
°

90 tubos eppendorf almacenados por separado 
en bolsas plásticas, con 9 tubos con muestras a 
evaluar y 1 blanco como control.

��`�wV>`��`i�Q�R
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Método Metodología /CVGTKCN�C�WVKNK\CT Referencia

4
Tubos eppendorf con suelo estéril en 
refrigeración a 4°C, en condiciones de 
oscuridad.

90 tubos eppendorf almacenados por separado 
en bolsas plásticas, con 9 tubos con muestras a 
evaluar y 1 blanco como control.

��`�wV>`��`i�Q£äR

 �Ì>\�«>À>���Ã�{��jÌ�`�Ã�ÕÌ���â>`�Ã�Ãi�Ài>��â>À���Õ��Ì�Ì>��`i�ÎÈä�Àj«��V>Ã�«�À�Vi«>�i��`��`i�Ãi�«�>�Ìi��`i�iÃÌ>��>�iÀ>�«>À>�
vÕÌÕÀ>Ã���ÛiÃÌ�}>V���iÃ�>��>À}��«�>â�°

 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°

Preparación del inóculo

Para la preparación del inóculo se utilizó un 
Erlenmeyer aforado con solución isotónica estéril; 
a cada cepa se le realizó raspado con ayuda de 
espátula estéril y/o hisopo estéril, permitiendo 
homogenizar la muestra mediante un vórtex para 
luego calcular la concentración inicial de cada uno 
`i� ��Ã� ���VÕ��Ã� «Ài«>À>`�Ã� ­��`�wV>`��`i� Q££R®]�
para luego ser usados en la evaluación de cada uno 
de los métodos de conservación. La concentración 
de cada inóculo fue calculada mediante conteo 
directo en cámara de Neubauer ®Boeco-Bright 
Line. La concentración debe oscilar entre 104 y 
107células/esporas/mL [10].

/ÅVQFQ� FG� EQPUGTXCEKÏP� RQT� EQPIGNCEKÏP� EQP�
glicerol 10%: Ãi�>}Ài}>À���xääù��`i��>�Ã��ÕV����
de glicerol al 20% a cada tubo eppendorf, para 
llevar a cabo la esterilización en autoclave 
®Allamerican 75X a 121°C/15 Psi/15min por 3 
ÛiViÃ°� -i� >`�V���>À��� xää� ù�� `i�� ���VÕ��� «>À>�
cada cepa en los tubos con glicerol al 20%, 
��}À>�`��Õ�>�V��Vi�ÌÀ>V����w�>��`i��VÀ��«À�ÌiVÌ�À�
glicerol al 10%, procediendo a la conservación 
i�� Õ�ÌÀ>V��}i�>`�À� ­Á/�iÀ��� � -V�i�Ì�wV���À�>�
88000 Series a -50ºC) [6]. Para su recuperación 
se retira el tubo eppendorf del ultracongelador, 
Ãi� ÛiÀ�wV>�µÕi�iÃÌj�L�i�� Ãi��>`�]� Þ� Ãi� ��iÛ>�>�Õ��
baño termostático a 37ºC/10min, para lograr un 
iµÕ���LÀ���ÌjÀ��V��QÈR]�Q£R���`�wV>`��QÇR]�w�>��i�Ìi�
se realiza su evaluación de viabilidad, pureza y 
estabilidad morfológica de cada cepa.

/ÅVQFQ� FG� EQPUGTXCEKÏP� RQT� UWURGPUKÏP� GP�
solución salina al 0,85%: Ãi�>}Ài}>À���xää�ù��`i�
solución salina al 0,85% a cada tubo eppendorf, 

siendo esterilizados en autoclave a 121°C/15 
*Ã�É£x���°� Ƃ}Ài}>�`�� xääù�� `i�� ���VÕ��� «>À>�
cada una de las cepas en los tubos previamente 
�>ÀV>`�Ã� i� �`i�Ì�wV>`�Ã� Þ� «À�Vi`�i�`�� >� �>�
V��ÃiÀÛ>V����i�� ÀivÀ�}iÀ>`�À�Á/�iÀ���-V�i�Ì�wV�
�iÜiÌÌ�>�{¨
���`�wV>`��QnR°�*>À>�ÃÕ�ÀiVÕ«iÀ>V����
se retira el tubo del refrigerador y se realiza dilución 
seriada.

/ÅVQFQ� FG� EQPUGTXCEKÏP� GP� FGUGECEKÏP� FG�
RCRGN� ƂNVTQ�� Ãi� V�ÀÌ>À��� Ì�À���>Ã� `i� «>«i�� w�ÌÀ��
0,6x1,5mm, separadas en sobres de papel Kraft 
Þ� Ãi� iÃÌiÀ���â>À��� i�� ��À��� Á/�iÀ��� -V�i�Ì�wV�
�iÀ>Ì�iÀ�]�>�£Èäc
ÉÓ�°��>Ã�Ì�À���>Ã�`i�«>«i��w�ÌÀ��
se dispusieron de manera aséptica sobre cajas Petri 
V���>}>À�*�Ƃ]�Ãi�>}Ài}>À���xù��`i�����VÕ���Ã�LÀi�
cada tirilla y se llevaron a incubación a 25°C/5días; 
posteriormente, las tirillas impregnadas del 
microorganismo son transferidas a las cajas vacías 
para su proceso de desecación a 37°C/7días. 
Se guardaron 4 tirillas por tubo eppendorf 
`iL�`>�i�Ìi��>ÀV>`��i��`i�Ì�wV>`��Þ�Ãi���iÛ��>�
refrigeración a 4ºC para posteriormente realizar 
�>Ã� iÛ>�Õ>V���iÃ� V�ÀÀiÃ«��`�i�ÌiÃ� ��`�wV>`��
[9].Para el proceso de recuperación de cada una 
`i� �>Ã� Vi«>Ã� Ãi� iÝÌÀ>��� Õ�>� Ì�À���>� `i� «>«i�� w�ÌÀ��
conservada, y se suspendió en 1 ml de Tween 20 
al 2% estéril, agitando en vórtex por 5seg/50rpm, 
liberando las células y estructuras reproductivas de 
la cepa, permitiendo evaluar periódicamente.

/ÅVQFQ� FG� EQPUGTXCEKÏP� GP� UWGNQ� se 
añadieron 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 
Ãi� Óääù�� `i�� ���VÕ��� ���V�>�� i�� ��Ã� ÌÕL�Ã� V���
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ÃÕi��]� «ÀiÛ�>�i�Ìi� �>ÀV>`�Ã� i� �`i�Ì�wV>`�ÃÆ� Ãi�
llevaron a incubación a 25ºC/3días; pasado este 
tiempo se conservaron en refrigerador a 4ºC en 
V��`�V���iÃ�`i��ÃVÕÀ�`>`���`�wV>`��Q£äR°�*>À>�ÃÕ�
recuperación se suspendió el contenido total de 
un tubo eppendorf en un vial con agua peptona 
estéril al 1% agitando en vórtex por 5seg/50rpm, 
esperando la formación de tres fases y tomando 
fase intermedia para proceder a realizar dilución 
seriada.

'XCNWCEKÏP�FG�NQU�OÅVQFQU�FG�EQPUGTXCEKÏP


���i��w��̀ i�Ãi�iVV���>À�i���jÌ�`��̀ i�V��ÃiÀÛ>V����
adecuado, se realizaron evaluaciones periódicas 
para determinar la viabilidad, pureza, y estabilidad 
morfológica. Empleando 2 medios de cultivo 
iÃ«iV�wV�Ã]�>}>À�>Ûi�>�«>À>����}�Ã�w�>�i�Ì�Ã�Ã�
y PDA para las levaduras. Los métodos de 
conservación se evaluaron por un diseño 
experimental utilizando bloques al azar, con siete 

repeticiones; una evaluación inicial u hora cero, 
posteriormente se realizó una evaluación mensual 
durante los 6 meses siguientes a la conservación; 
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 evaluó 
mediante técnica de goteo en placa o microgota, 
por tener buena resolución, ser rápida y económica 
«>À>� �>�VÕ>�Ì�wV>V����`i�Vj�Õ�>Ã� vÖ�}�V>Ã� Q£ÓR°��>�
técnica consistió en realizar diluciones seriadas del 
inóculo y suspender una microgota en el medio 
`i� VÕ�Ì�Û��}i��wV>`�Æ�«>À>� �>�`��ÕV���� Ãi�`�Ã«ÕÃ��
de 3 series para cada método, desde la dilución 
£ä�£��>ÃÌ>�£ä�Ç�V��������ÕiÃÌÀ>��>�w}ÕÀ>�£]�Þ�«>À>�
el sembrado de cada cepa utilizada se dispuso 
de cajas Petri de diferente tamaño y el medio 
de cultivo indicado para su crecimiento como lo 
�ÕiÃÌÀ>��>�w}ÕÀ>�Ó°

(KIWTC��� Esquema de las diluciones usadas para la viabilidad

xää�ù�� xää�ù�� xää�ù�� xää�ù�� xää�ù�� xää�ù�� xää�ù��

xää�ù�����VÕ��

{xää�ù��`i�>}Õ>�«i«Ì��>�iÃÌjÀ���>��£¯]�iÃ�>}Ài}>`��>�V>`>�Û�>�

-i�iÝÌÀ>�Óä�ù��`i�V>`>�Û�>��ÃiÀ�>`��Þ�Ãi�ÃÕÃ«i�`i�«�À�`Õ«��V>`��
i��V>`>�VÕ>`À>�Ìi�Ãi�>�>`��i���>�V>�>�*iÌÀ�°

 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°
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(KIWTC��� Esquemas utilizados en las cajas Petri para el sembrado de las cepas

-2

-3

-2 -3

-4

-5

-4 -5

-6

-7

-6 -7

*QPIQU�ƂNCOGPVQUQU� agar avena (caja Petri 100*15mm), se realiza por duplicado

-2

-3

-2 -3

-4

-5

-4 -5

-6

-7

-6 -7

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

 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°

 

Las lecturas se realizaron para los hongos 
w�>�i�Ì�Ã�Ã�i�ÌÀi�i��`�>�x�Þ�Ç��Õi}��`i��>�Ã�i�LÀ>�
y para las levaduras al día 3; reportando UFC 
(Unidades Formadoras de Colonias/mL, UFC/mL), 
observando la forma de crecimiento y si presenta 
variación en las diferentes conservaciones. Se 
realizaron recuperaciones periódicas para evaluar 
la conservación de cada una de las cepas; es decir, 
que el microorganismo no variara su morfología 
�>VÀ�ÃV�«�V>�Þ���VÀ�ÃV�«�V>°��>�«ÕÀiâ>�Ãi�V��wÀ���
evidenciando ausencia de crecimiento de colonias, 
pigmentaciones, estructuras diferentes de la cepa 
e implementando una prueba control o blanco 
para cada cepa en cada método de conservación. 
La estabilidad morfológica se observó con un 
comparativo estructural y de pigmentos con la 
cepa inicial, tanto macroscópicamente como 
microscópicamente.

Análisis estadístico

La viabilidad de cada uno de los hongos 
w�>�i�Ì�Ã�Ã� Þ� �iÛ>`ÕÀ>Ã� Ãi� Ài>��â�� �i`�>�Ìi�
un recuento de la población microbiana en UFC 
mL-1 según cada método de conservación, se 
transformó a unidades Log10. El comportamiento 
`i� iÃÌ>� «�L�>V���� ��VÀ�L�>�>� Ãi� VÕ>�Ì�wV�� V���
la viabilidad a corto y mediano plazo, según 
la ecuación 1, y se expresó como la tasa de 
supervivencia del microorganismo [13].

   [14]  Ecuación (1)

A partir de estos resultados, se realizó un análisis 
de varianza a través de un modelo lineal general 
multivariante y pruebas de comparación múltiple 
post hoc para las medias observadas a través 
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de la prueba de Duncan para un nivel de una 
Ã�}��wV>�V�>� ­ćä]äx®� i�� i�� «À�}À>�>� iÃÌ>`�ÃÌ�V��
®IBM SPSS Statistics 23.

Resultados

Viabilidad

La viabilidad se consideró positiva observando 
crecimiento solo de colonias con las mismas 
características iniciales para cada hongo 
w�>�i�Ì�Ã�� Þ� �iÛ>`ÕÀ>]� V�ÀÀiÃ«��`�i�ÌiÃ� >� �>Ã�
cualidades morfológicas como color y textura 
en todos los hongos evaluados. No se observó 
contaminación durante todas las evaluaciones 
realizadas. Con respecto a los resultados a 
corto plazo (2 meses), para la viabilidad de los 4 
métodos de conservación, el análisis estadístico 
de las medias para los grupos en los subconjuntos 
homogéneos (a, b, c, d), mostró que el método a 
corto plazo más estable para las 17 cepas fue el de 
suelo con una media 6,1533(a), seguido de solución 
salina al 0,85% con 4,9631(b), glicerol al 10% con 
{]Ón�Ó­V®� Þ� «>«i�� w�ÌÀ�� V��� Î]ÈäÎÎ­`®]� V���� ���
�ÕiÃÌÀ>� �>� w}ÕÀ>� Î°� 
�� �jÌ�`�� `i� V��ÃiÀÛ>V����
i�� ÃÕi��� �LÌÕÛ�� `�viÀi�V�>Ã� Ã�}��wV>Ì�Û>Ã� V���
respecto a cada uno de los métodos, coincidiendo 
con resultados de investigaciones a este proceso, 
que explican que los conidios del hongo y 
blastoconidias de las levaduras posiblemente 
Ì�i�i��>w��`>`�V��� ��Ã�>}Ài}>`�Ã�`i�� ÃÕi���µÕi�
no fueron desnaturalizados por el proceso de 
esterilización [15].

Así mismo, el suelo actúa como protector de los 
microorganismos, los cuales se adhieren a las 
partículas del suelo cuando ocurre la desecación 
con el objetivo de detener el crecimiento 
microbiano mediante la eliminación del agua 
disponible de la célula, como lo han indicado 
investigaciones asociadas al proceso [1], [5]. De 
acuerdo con ello, esta técnica también podría 
ser utilizada en la conservación, no solo de otros 
���}�Ã� w�>�i�Ì�Ã�Ã� Þ� �iÛ>`ÕÀ>Ã� «À�`ÕVÌ�ÀiÃ� `i�
conidios y blastoconidias respectivamente, sino 
también de la gran mayoría de bacterias que 
producen células enquistadas en condiciones 

adversas, como bacterias del género Bacillus sp 
formadoras de esporas, que frecuentemente son 
aisladas de suelo.

(KIWTC��� Porcentaje (%) de viabilidad a corto plazo

c
b

d

a
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1
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7

Glicerol al
10%
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0,85%

Papel
Filtro
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U
ni

da
de

s L
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10

Métodos de Conservación

Métodos de Conservación a Corto 
Plazo (2 Mes)

 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°


�� �>� w}ÕÀ>� {]� Ãi� �LÃiÀÛ>�� ��Ã� ÀiÃÕ�Ì>`�Ã� «>À>�
viabilidad con los 4 métodos de conservación 
aplicados después de 6 meses. El análisis 
estadístico mostró las medias para los grupos en 
los subconjuntos homogéneos (a, b, c), indicando 
que los métodos a mediano plazo (6 meses), más 
estables para las 17 cepas, fueron solución salina al 
0,85% con una media de 4,1535(a) y glicerol al 10% 
V���{]äÎÓ­>]�L®]�ÃÕi���V���Î]ÇÈ£Ó­L®�Þ�«>«i��w�ÌÀ��
con 2,4661(c), donde la conservación con solución 
salina a 0,85% y glicerol al 10% hacen parte de 
un subconjunto (a) indicando que no presentan 
`�viÀi�V�>Ã�Ã�}��wV>Ì�Û>Ã�i�ÌÀi�i��>ÃÆ�Ã���i�L>À}�]�
el método del glicerol al 10% pertenece también 
a otro subconjunto (b) junto con el método de 
conservación en suelo (b)  lo que demuestra que, 
a pesar de estar en diferentes subconjuntos, es tan 
«�V>� �>�Ã�}��wV>�V�>�µÕi�i�� �>�«À?VÌ�V>�Ãi�«Õi`i�
implementar cualquiera de estos tres métodos, 
solución salina a 0,85%, glicerol a 10% y suelo, 
obteniendo excelentes resultados (Tabla 2); el papel 
w�ÌÀ��Ãi�i�VÕi�ÌÀ>�i��i��ÃÕLV���Õ�Ì��­V®���`�V>�`��
µÕi�iÝ�ÃÌi��`�viÀi�V�>Ã�Ã�}��wV>Ì�Û>Ã�V���Ì�`�Ã���Ã�
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métodos anteriores; aunque no pertenece a los 
primeros subconjuntos su diferencia, no supera 
en 1,5 unidades logarítmicas frente a los mejores 
métodos, queriendo decir que la conservación en 
«>«i��w�ÌÀ��Ì>�L�j��«�`À�>�ÃiÀ�Õ�>�LÕi�>��«V����>�
la hora de implementar métodos de conservación 
a corto plazo, ya que al transcurrir del tiempo 
va perdiendo viabilidad como lo sugieren otras 
investigaciones [16].

(KIWTC��� Porcentaje (%) de viabilidad a mediano 
plazo
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Métodos de Conservación a Mediano 
Plazo (6 Mes)

 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°

La técnica suspensión en solución salina a 0,85% 
fue la que reportó mayor viabilidad, concordando 
con lo reportado con otras investigaciones que 
exponen que los parámetros de viabilidad y 
estabilidad morfológica de los cultivos microbianos 
aislados de Trichoderma sp. y Azotobacter sp. y 
el mantenimiento de su pureza, indicaron que las 
técnicas de conservación más adecuadas fueron 
los viales con solución salina estéril (0,85% NaCl) 
y viales con suelo estéril, ambos bajo condiciones 
de refrigeración a 4ºC [4], [6].

La técnica de congelación en glicerol al 10%, 
reportó un buen porcentaje de viabilidad, debido 
a la concentración del crioprotector que impide 
que se formen cristales de hielo sin ser tóxica para 

los microorganismos estudiados; estos resultados 
coinciden con los reportados por algunos autores, 
indicando que los crioprotectores son sustancias 
que protegen del daño que se puede producir 
en las células microbianas en el momento de 
la congelación [17], [18], [19]. La temperatura 
utilizada en el presente trabajo para esta técnica 
fue favorable, coincidiendo con la aplicación de la 
V��}i�>V����Õ�ÌÀ>�vÀ�>�­qxä�>�qnä®]�µÕi�>wÀ�>��µÕi�
los mayores porcentajes de viabilidad se dan al 
conservar a temperatura de –70°C [20], [21].

La conservación en suelo alcanzó un valor de 3 
unidades logarítmicas por debajo de la evaluación 
a corto plazo (2 meses), indicando que obtuvo 
menos valores individuales de porcentaje de 
viabilidad, al ser comparado con las otras dos 
metodologías de conservación en solución salina 
a 0,85% y glicerol al 10%; sin embargo, no existen 
`�viÀi�V�>Ã� Ã�}��wV>Ì�Û>Ã� i�ÌÀi� iÃÌi� �jÌ�`�� Þ�
el método de conservación en glicerol al 10%, 
`iÌiÀ���>�`�� �}Õ>��i�Ìi� µÕi� �>� Ã�}��wV>�V�>�
entre ellos permite deducir que no existe mayor 
diferencia entre los tres métodos en el momento 
de requerir la implementación de alguno, siendo 
la técnica de conservación en  suelo estéril, un 
�jÌ�`�� iviVÌ�Û�]� `i� v?V��� >«��V>L���`>`� Þ� iwV>â]�
ajustándose a lo reportado por algunos autores 
que fundamentan que el soporte que ofrece el 
suelo es estable, pues se considera un material 
G.R.A.S. (generalmente reconocido como 
seguro) y no cabe la posibilidad de que contenga 
sustancias que, a pesar de realizar el proceso de 
esterilización, sigan siendo reactivas y generen 
detrimento del microorganismo conservado [5].

�>�ÌjV��V>�`i��«>«i��w�ÌÀ��µÕi�Ãi�ÕL�V>�i��ÌiÀViÀ�
subconjunto (c) evidencia la disminución de 
viabilidad de 1 o 2 unidades logarítmicas con 
respecto a la evaluación a corto plazo (2 meses); 
a pesar de no obtener los valores de viabilidad 
deseados, no deja de ser un buen método, pues es 
iV�����V�]� ��� ÀiµÕ�iÀi�`i�iµÕ�«�Ã� Ã�wÃÌ�V>`�Ã]�
Ã����«>«i��w�ÌÀ�]�ÌÕL�Ã�i««i�`�Àv�Þ�Õ��ÀivÀ�}iÀ>`�À�
común.
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6CDNC��� Tasa de supervivencia, según los métodos de conservación después de 6 meses

Método de 
EQPUGTXCEKÏP

6CUC�FG�UWRGTXKXGPEKC

*QTC�� M1 M2 M3 M4 M5 M6

Glicerol al 10% 4,5924c 4,6106b* 4,2892c 3,8884b* 4,0645b* 3,7422a* 4,032ab*

NaClal0,85% 4,9076b 4,7724b* 4,9631b 4,2265b* 3,873b* 3,7682a* 4,1535a*

*>«i��w�ÌÀ� 4,0435d 3,7814c 3,6033d 3,0608c 3,271c 2,6592b 2,4661c

Suelo 5,9518a 5,5643a 6,1533a 5,3041a 4,9755a 3,5555a* 3,7612b*

­I®��i`�>Ã�Ãi}Õ�`>Ã�V����>���Ã�>��iÌÀ>�i��V>`>�V��Õ��>����«ÀiÃi�Ì>��`�viÀi�V�>Ã�Ã�}��wV>Ì�Û>Ã�i�ÌÀi�Ã��«�À�
i��/iÃÌ�`i��Õ�V>��­*ćä]äx®°�
    Mayor viabilidad.
    Menor viabilidad.
 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°

Según los resultados obtenidos, se seleccionaron 
los métodos de conservación en tubos eppendorf 
con solución salina (NaCl 0,85%) refrigerados 
a 4°C, congelación con glicerol al 10% en 
ultracongelación a -–50°C y viales con suelo estéril, 
para la conservación de los 18 microorganismos, 
teniendo en cuenta que fueron más presentes 
en el mantenimiento de la viabilidad celular y la 
pureza de los cultivos. Se recomendó mantener 
los microorganismos estudio en los tres métodos 
de conservación simultáneamente dentro del 
laboratorio.

2WTG\C�[�GUVCDKNKFCF�OQTHQNÏIKEC

La pureza y estabilidad morfológica de las cepas 
evaluadas durante los 6 meses se reconoció 
visualmente mediante un estereoscopio (Leica 
500) para su microscopia y un microscopio (Leica 

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 
iÃÌ>�«ÀÕiL>� Ì>��V����Ãi��ÕiÃÌÀ>�i�� �>Ã�w}ÕÀ>�{]�
se observó que las cepas no fueron afectadas 
morfológicamente por el tiempo de conservación, 
ni por los métodos usados, ya que en todas las cajas 
evaluadas se observó únicamente crecimiento 
de micelio y colonias, características de cada 
Õ��� `i� ��Ã� ���}�Ã� w�>�i�Ì�Ã�Ã� Þ� �iÛ>`ÕÀ>Ã]� ���
µÕi� V��wÀ�>� �>� Û>��`iâ� `i� iÃÌ�Ã� �jÌ�`�Ã� «>À>�
mantener la pureza de hongos como lo reportan 
estudios de conservación microbiana, donde las 
cepas que se evaluaron mantuvieron su pureza 
en condiciones estables durante el periodo de 
evaluación por métodos de conservación en 
buenas condiciones [5], [22], [23].
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(KIWTC����Crecimiento de la morfología macroscópica y microscópica

Beauveria bassiana
Método congelación

(Glicerol 10%)

Penicillium crysogenum
Método Desecación en

Papel Filtro

Aspergillus niger
Método Suspensión en
Solución Salina 0,85%

Candida utilis 
Método de suelo

Aspergillus flavus Rhizopus sp Curvalaria sp Saccharomyces 
boulardii

Macroscópio

Microscópio
 �Ì>\��Õi�Ìi�i�>L�À>V����«À�«�>�­ÓäÓÎ®°

Se implementó la muestra en blanco o control, 
para cada una de las evaluaciones de los 4 
métodos de conservación, donde se evalúo 
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 
conservación, siempre fueron las adecuadas para 
realizar la investigación, siguiendo el protocolo 
de desinfección empleados en el laboratorio. 
Los resultados obtenidos en las pruebas de 
pureza y estabilidad morfológica realizadas, 
demostraron que los métodos de conservación 
en estudio son aplicables para la preservación 
de hongos, ajustándose a lo mencionado por 
reportes sobre preservación de hongos, que los 
métodos de conservación permiten mantener su 
pureza y estabilidad morfológica de las cepas 

almacenadas, aún después de ser mantenidas 
por largos periodos, incluso muchos años, sin 
ningún tipo de cambio de las mismas [24] y [25].

/�`>Ã� �>Ã� Vi«>Ã� `i� ���}�Ã� w�>�i�Ì�Ã�Ã�
presentaron estabilidad morfológica durante 
el proceso de evaluación de los 4 métodos de 
conservación 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 morfológicas estables, sin ser 
>�ÌiÀ>`>Ã� �� ��`�wV>`>Ã� «�À� i�� Ì�i�«�� `i�
conservación; estos resultados coinciden con las 
>wÀ�>V���iÃ� �iV�>Ã� «�À� Q£ÈR]� QÎR� Þ� Q�R]� µÕ�i�iÃ�
mencionaron que los métodos de conservación 
de cepas microbianas no deben afectar la 
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viabilidad, morfología y estabilidad de las 
cepas, por lo tanto los métodos evaluados en 
esta investigación cumplen con los objetivos de 
pureza y estabilidad morfológica y se pueden 
convertir en una buena alternativa para la 
«ÀiÃiÀÛ>V����̀ i����}�Ã�w�>�i�Ì�Ã�Ã�Þ��iÛ>`ÕÀ>Ã�
que hacen parte del Banco de Cepas del 
Laboratorio de Investigaciones en Microbiología 
Avanzada de la Universidad Francisco de Paula 
Santander, Cúcuta, Colombia.

+++��%QPENWUKQPGU

Los resultados del análisis estadístico realizado 
a los 4 métodos de conservación aplicados en 
el presente estudio, para mantener hongos 
w�>�i�Ì�Ã�Ã� Þ� �iÛ>`ÕÀ>Ã]� ��`�V>À��� µÕi� �>Ã�
técnicas más adecuadas fueron congelación 
V��� }��ViÀ��� >�� £ä¯� i�� V��}i�>`�À� >� �xäc
]�
suspensión en solución salina al 0,85% y 
conservación en suelo estéril; estos dos últimos 
bajo refrigeración a 4°C, a corto y mediano plazo 
��� «ÀiÃi�Ì>À��� `�viÀi�V�>Ã� Ã�}��wV>Ì�Û>Ã� i�ÌÀi�
i���Ã� ­«ćä]äx®]� ��ÃÌÀ>�`�� >�Ì�Ã� «�ÀVi�Ì>�iÃ�
de viabilidad, pureza y estabilidad en la 
caracterización macroscópica y microscópica de 
cada una de las cepas.

Los métodos de conservación evaluados y 
con resultados exitosos correspondientes 
a congelación con glicerol al 10% en 
Õ�ÌÀ>V��}i�>V���� >� �xäc
]� ÃÕÃ«i�Ã���� i��
solución salina al 0,85% y conservación en 
suelo estéril bajo refrigeración a 4°C, fueron 
establecidos para mantener el banco de hongos 

w�>�i�Ì�Ã�Ã� Þ� �iÛ>`ÕÀ>Ã� i�� i�� �>L�À>Ì�À��� `i�
Investigaciones en Microbiología Avanzada de 
la Universidad Francisco de Paula Santander, 

ÖVÕÌ>]� 
����L�>]� «�À� V��Ã�`iÀ>ÀÃi� iwV>ViÃ�
económica y técnicamente, salvaguardando 
cada una de las cepas con sus características 
fenotípicas.

+8��6TCDCLQ�HWVWTQ
Aumentar el tiempo de incubación para los 
���}�Ã� w�>�i�Ì�Ã�Ã� V���� Rhizoctonia sp, 
Trichoderma viride, Trichoderma harzianum, 
Curvularia sp, vÕÃ>À�Õ�� Ãi��ÌiVÌÕ�, ya que 
generan estructuras diferenciales, tienden a 
retardar su completo crecimiento, mientras 
que Rhizopus sp tiende a tener un crecimiento 
acelerado de esporulación, su tiempo de 
incubación debe ser más corto.

Completar los formatos de los bancos de cepas 
de los laboratorios de microbiología, mediante 
caracterización molecular de cada una de las 
Vi«>Ã� iÃÌÕ`��� Þ� >«��V>À� «ÀÕiL>Ã� wÃ����}�V>Ã]�
ya que, aparte de estudiar su viabilidad frente 
a cada método, se estudie cómo inciden los 
métodos en sus actividades biológicas.

Implementar otros métodos de conservación, 
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 aplicación de la industria de los hongos 
w�>�i�Ì�Ã�Ã�Þ��iÛ>`ÕÀ>Ã]�Þ�`i�ÃÕÃ��iÌ>L���Ì�Ã°
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