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Resumen

En el Laboratorio de Microbiologia Aplicada de la Universidad Francisco de Paula Santander (Cdcuta, Colombia) constan-
temente ingresan al Banco de Cepas, cultivos microbianos de interés biotecnoldgico, especialmente del sector agricola, los
cuales son utilizados en las actividades de docencia e investigacion. Por esta razon, existe el interés de mantener viables
a través del tiempo estos cultivos microbianos, para lo cual se realizé en esta investigacion, la evaluacion de la estabilidad
de los aislados de Trichoderma sp. y Azotobacter sp., utilizando las técnicas de conservacion en viales con solucion salina
estéril (0,85% NaCl) en refrigeracion (4°C) y temperatura ambiente (30°C), suelo estéril en refrigeracién (4°C), comparados
con la metodologia de repiques sucesivos como tratamiento control. Los resultados no mostraron diferencias significativas
segun el Test de Duncan (P<0,05) en la tasa de supervivencia microbiana entre los métodos de conservacion. Sin embargo,
se observé en las técnicas de viales con solucién salina estéril y suelo estéril mantenidos en refrigeracién, mayor estabili-
dad en la concentracion celular durante los cuatros meses de evaluacién, sin registrar contaminacion en los cultivos. Asi
mismo, se registré un 6ptimo crecimiento macroscépico de los cultivos microbianos y sus caracteristicas microscopicas se
mantuvieron estables en estos dos métodos de conservacion. Por esta razon, se seleccionaron como técnicas de conser-
vacion de estos microorganismos, teniendo en cuenta ademds, ventajas como la facilidad de la técnica, disponibilidad de
equipos, materiales y personal con los que se cuenta en el laboratorio.
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Abstract

In the Laboratory of Applied Microbiology of the University Francisco de Paula Santander (Cucuta, Colombia), strains of
microbial cultures of biotechnological interest are constantly entering, particularly from the agricultural sector, which are
used for teaching and research activities. There is an interest in keeping them viable over time, which was the main reason
of this research: To evaluate the stability of the isolates of Trichoderma sp. and Azotobacter sp., using different conservation
techniques: vials with saline solution (0,85% NaCl) in two temperature conditions: refrigeration (4°C) and room temperatu-
re (30°C), sterile soil under refrigeration (4°C), and successive peals methodology as the control treatment. Results showed
no significant differences according to Duncan test (P < 0.05) in the microbial survival ratio between preservation methods.
However, a greater stability in cell concentration was observed with the techniques of vials with sterile saline solution and
sterile soil ~both under refrigeration-, during the four-month evaluation, with no register of contamination on cultures.
Also, there was an optimum growth of microbial cultures macroscopically and the microscopic characteristics were stable
in these two methods of preservation for both strains. For this reason, we suggest these conservation techniques for the
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two microorganisms, considering further advantages such as ease of technology, availability of equipment, materials and

personnel available in the laboratory.

Keywords: bank of strains, conservation of microorganisms, cell viability, Trichoderma sp., Azotobacter sp.
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Introduccién

El creciente uso de microorganismos en la biotecnolo-
gia ha acrecentado la necesidad de conservar los culti-
vos microbianos, de manera que las propiedades que
los hacen importantes permanezcan estables, puesto
que son el resultado de investigaciones realizadas por
varios anos y que han ido conformando una coleccion
microbiana valiosa para cada centro de investigacion
(Weng et al., 2005; Parra et al,, 2006). Estas colec-
ciones adquieren cada vez mayor importancia como
mecanismo para la conservacion ex situ de la biodiver-
sidad y permiten garantizar la idoneidad y reproducibi-
lidad de la experimentacién (Pinzén et al., 2009).

Existen diferentes métodos para la preservacion de los
microorganismos y es importante mencionar que nin-
guno de ellos es universal, por lo que se debe elegir
el método que mas se ajuste a las necesidades de la
coleccién, teniendo en cuenta los medios técnicos, la
infraestructura del laboratorio, incluyendo los equipos
disponibles en el mismo y el microorganismo que se
desea preservar (Pérez et al., 2006; Morales-Garcia
et al., 2010). La conservacion microbiana contempla
métodos de conservacién a corto, mediano y largo
plazo. La preservaciéon a corto plazo se utiliza cuando
los laboratorios no tienen la infraestructura adecuada,
como es el caso de los Laboratorios de Biotecnologia
de la Universidad Francisco de Paula Santander, don-
de el método utilizado hasta el momento, ha sido la
resiembra continua o repiques sucesivos para la con-
servacion de microorganismos aislados en diferentes
investigaciones a partir de muestras de suelos y aguas
de interés regional, los cuales conforman la coleccién
de microorganismos de los diferentes laboratorios que
apoyan las actividades académicas e investigativas.
Sin embargo, se ha observado que no es una técnica
adecuada y muchas de las cepas bacterianas y fiingi-
cas han perdido su viabilidad, y otras mas presentan
microorganismos contaminantes, impidiendo el man-
tenimiento de cultivos puros a través del tiempo, ha-
ciendo improductivo el esfuerzo del personal que ha
aislado estos microorganismos. Este sistema de con-
servacion en subcultivos seriados o repiques sucesivos
es también el que tradicionalmente se ha utilizado en
Colombia. Sin embargo, es un método costoso, dis-
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pendioso, que demanda tiempo y puede ocasionar
pérdida de la cepa por contaminacion cruzada en-
tre los diferentes cultivos, deshidratacion y alteracion
de sus caracteristicas genéticas (Sanchez y Corrales,
2005; Torres et al., 2008).

Con el fin de seleccionar el método de conservacion
mas adecuado, se realizan evaluaciones de viabilidad
celular, pureza e incluso la determinacion de la activi-
dad biolégica por la cual se aislé el microorganismo
(Henao et al., 2006). En este sentido, Panizo et al.
(2005) encontraron que los métodos de conservacion
de Castellani (1939) de agua y capa de aceite mineral
han garantizado la preservacién adecuada durante pe-
riodos de mas de 20 afos de 346 cepas de levaduras,
300 hongos filamentosos y 17 actinomicetos, asegu-
rando su viabilidad, pureza y estabilidad morfolégica.
Henao et al. (2006) evaluaron métodos de conserva-
cion para el Aspergillus niger con actividad enzimati-
ca amilolitica y obtuvieron el mejor resultado con la
conservacion en agua destilada suplementada con
NaCl al 85% y en suelo estéril con mas del 80% de
supervivencia. La modificacion con la adicién de NaCl
al método de Castellani o agua destilada estéril, per-
mitié la regulacion del balance osmético celular y por
tanto mejoré considerablemente la viabilidad de los
cultivos. Por tal razén, en este trabajo se evalué este
método de conservacion frente a los cultivos seriados
y la preservacion en suelo estéril, el cual es también un
método a corto plazo, considerado alternativo ya que
se utiliza opcionalmente cuando no es posible utilizar
un método mas estable como la liofilizacion o criocon-
servacion, ya sea por los costos o por que el microor-
ganismo no resiste estos tratamientos (Pinzén et al.,
2009; Morales-Garcia et al., 2010). La utilizacién de
suelo como soporte permite que los microorganismos
se adhieran bien a los agregados que no son desnatu-
ralizados por el proceso de esterilizacion y por tanto
se permita un mayor mantenimiento de la viabilidad
microbiana (Henao et al., 2006).

Con base en estas técnicas de conservacion de bajos
requerimientos, el objetivo de este trabajo fue selec-
cionar e implementar métodos de conservacion mas
estables como los viales con solucién salina en refrige-
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racion y temperatura ambiente, cultivo en suelo estéril,
teniendo en cuenta que son los Gnicos métodos para
los cuales actualmente se cuenta con la disponibilidad
de materiales, equipos, tiempo y recursos humanos en
los Laboratorios de Biotecnologia de la Universidad
Francisco de Paula Santander.

Materiales y métodos

Cultivos microbianos

Los microorganismos utilizados fueron una cepa de
Azotobacter sp. aislada de suelos arroceros del Dis-
trito de Riego del Rio Zulia en Norte de Santander
(Colombia) y una cepa de Trichoderma sp. aislada del
cultivo de rosa del invernadero “Flores Iscala” (China-
cota, Norte de Santander, Colombia). Estos cultivos
microbianos estaban conservados por el método de
repiques sucesivos en el Laboratorio de Microbiologia
Aplicada de la Universidad Francisco de Paula Santan-
der. Estas cepas se activaron para realizar un Banco de
trabajo de 6 cajas Petri con Azotobacter sp. en agar As-
hby (Manitol 15 g/L; K;HPO4 0,3 g/L; MgSO4.7H.O
0,3 g/L; NaCl 0,3 g/L; CaCOs 7,5 g/L; agar-agar 18
g/L; pH 7,2) incubado por 10 dias a 32°C y 6 con Tri-
choderma sp. en agar PDA incubado por 7 dias a 28°C.

Preparacion de los métodos de conservacion
microbiana

Se desarrollaron tres métodos de conservacion de cé-
lulas microbianas, en un diseno experimental comple-
tamente al azar donde se determiné la viabilidad de
los cultivos durante cuatro meses para evaluar la esta-
bilidad de los métodos. Los métodos que se evaluaron
en cada cepa constituyeron cada tratamiento, como
se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Métodos de conservacién evaluados

Cada tratamiento consistié de 30 repeticiones, con las
cuales se realiz6 un muestreo destructivo a partir de
las 48 h de realizada la conservacién para evaluar la
pureza de las cepas conservadas. El muestreo se rea-
liz6 mensualmente durante 4 meses. De cada trata-
miento se seleccionaron 5 viales por mes para realizar
el recuento de UFC mL" o UFC g'.

Repiques sucesivos en viales con agar 4°C (T0). Los
microorganismos se inocularon por el método de es-
tria en 30 tubos de ensayo con agar Ashby inclinado
para Azotobacter sp. y se incubaron a 32°C durante
9 dias. Asi mismo, Trichoderma sp. se inoculé en 30
tubos de ensayo con agar rpa inclinado y se incubaron
durante 7 dias a 28°C. Posteriormente se llevaron a
refrigeracion en una temperatura de 4°C para iniciar la
evaluacion del método.

Viales con solucion salina (0,85% NaCl) estéril en
temperatura 30+/-2°C (T1) y Viales con solucion sali-
na (0,85% NacCl) estéril en refrigeracion 4°C (T2). A
partir de una cepa del Banco de Trabajo de Azotobac-
ter sp. y Trichoderma sp., se preparé una suspension
celular de cada microorganismo. Esta suspension se
obtuvo arrastrando con un asa bacteriolégica redonda
todas las colonias del cultivo, las cuales se transfirieron
a un erlenmeyer con 100 mL de solucién salina estéril
(NaCl 0,85%). Esta suspension celular se dispensé en
un volumen de 1T mL por vial en 30 viales estériles.
Los viales correspondientes al T1 se conservaron en
temperatura de 30+/-2°C en condiciones de oscuridad
en un lugar seco y los viales del T2 se refrigeraron a
una temperatura de 4°C.

Suelo estéril en refrigeracion 4°C (T3). A partir de
una cepa del Banco de Trabajo de Azotobacter sp.
y Trichoderma sp. se preparé una suspension celu-
lar de cada microorganismo. Esta suspension se ob-
tuvo arrastrando con un asa bacteriolégica redonda

Tratamiento Metodologia Referencia

T0 Repiques sucesivos en Control: Método que se utiliza en los
viales con agar 4°C Laboratorios de Biotecnologia de la UFPS
Viales con solucion salina (0,85%

T1 ' H t al. (2006
NaCl) estéril en temperatura 30+/-2°C enao etal. )
Vial lucion salina (0,85%

T2 fares corl S,O uaon.sa |na.(, . ? Henao et al. (2006); Weng et al. (2005)
NaCl) estéril en refrigeracion 4°C

T3 Suelo estéril en refrigeracion 4°C Carrillo et al. (1998)
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todas las colonias del cultivo, las cuales se transfirie-
ron a un erlenmeyer con 100 mL de solucién salina
estéril (NaCl 0,85%). Esta suspension se inoculé en
un volumen de 1T mL por vial en 30 viales con una
mezcla homogénea de 5 g de suelo estéril (3:1:1 de
suelo:lombrinaza:arena). Los viales se refrigeraron a
una temperatura de 4 °C después de su incubacion
durante 7 dias.

Determinacion de la viabilidad cuantitativa.

La metodologia de repiques mensuales se utiliz6 como
testigo para evaluar los tres métodos de conservacion.
Esta evaluacion se realiz6 mensualmente durante un
periodo de cuatro meses con el fin de determinar si al-
guno de estos métodos puede utilizarse para suplir los
repiques sucesivos que se llevan a cabo actualmente
en los Laboratorios de Biotecnologia.

Tratamientos TO (Repiques mensuales). Se tomaron
al azar 5 repeticiones de cada microorganismo con-
servado. El medio de cultivo se homogenizé con las
colonias formadas y se agregé 1 mL de solucién salina
estéril (0,85% NaCl). A partir de esta suspension se
realizaron diluciones seriadas hasta 10% en 9 mL de
solucion salina (0,85% NaCl). Estas diluciones se uti-
lizaron para realizar el recuento en placa de UFC mL"
para Azotobacter sp. y Trichoderma sp.

Tratamientos T1 (Viales con solucion salina (0,85%
NaCl) estéril en temperatura 30+/-2°C), T2 (Viales
con solucion salina (0,85% NaCl) estéril en refrige-
racion 4°C). De cada tratamiento se tomaron 5 repeti-
ciones segun el microorganismo conservado. De cada
vial eppendorf se tomd una muestra de 1 mL directa-
mente de la suspension celular formada, para realizar
las respectivas diluciones seriadas hasta 10%en 9 mL
de solucion salina estéril (0,85% NaCl) y con las di-
luciones se realiz6 el recuento en placa de la misma
forma que para el tratamiento anterior.

Tratamiento T3 (cultivo en suelo estéril + Refrigera-
cion a 4°C). Se tomaron 5 repeticiones de cada mi-
croorganismo conservado en T3 y se peso 1 g de suelo
de cada uno a partir de los cuales se realizaron dilucio-
nes seriadas hasta 10® en 9 mL de solucion salina es-
téril (0,85% NacCl) y se realiz6 el recuento en placa de
la misma forma que para los tratamientos anteriores.

Para todos los tratamientos, se sembraron 20 uL de las
diluciones 107°, 10°, 107y 10® de Azotobacter sp. en
medio Ashby para realizar el recuento en placa utili-
zando la técnica de microgota (Moreno et al., 2000).
El recuento en placa de Trichoderma sp. se realizé en
agar Avena (Avena 20 g/L; agar-agar 20 g/L; pH 6,0)

sembrando 100 pL de las diluciones 10°, 10°, 107 y
108 Cuando se formaron las colonias de Trichoderma
sp. se realizo el recuento de las UFC mL" antes de que
se desarrollara su esporulacion masiva.

Andlisis estadistico

El recuento de la poblacién microbiana en UFC mL"
o g' seglin cada método de conservacion, se trans-
formé a unidades Loguo. El comportamiento de esta
poblacién microbiana se observé a través de grafi-
cas y se cuantifico la viabilidad al final del periodo de
evaluacion, segun la ecuacion (Xi / Xo) * 100 (Zamora,
2003) y se expres6 como la tasa de supervivencia mi-
crobiana (Mufoz-Rojas et al., 2006). A partir de estos
resultados, se realizé un andlisis de varianza a través
de un modelo lineal general univariante y pruebas de
comparacion multiple post hoc para las medias obser-
vadas a través de la prueba de Duncan para un nivel
de significancia de 0,05 en el programa estadistico
IBM SPSS Statistics 19.

Determinacion de la viabilidad cualitativa

A las 48 h de conservadas las cepas, se seleccion6 al
azar un vial de cada tratamiento de Azotobacter sp. y
Trichoderma sp., y se realiz6 una siembra por agota-
miento sobre agar Ashby y Avena, respectivamente.
La viabilidad se considerd positiva cuando se observo
crecimiento sobre las estrias, teniendo en cuenta que
se hubiesen formado sélo colonias con las mismas ca-
racteristicas a las descritas inicialmente para cada mi-
croorganismo, correspondientes a la forma, aspecto
y color de la colonia. También se realiz6 tincion con
azul de lactofenol a los cultivos con Trichoderma sp. y
tincion de Gram a los cultivos de Azotobacter sp. para
observar la morfologia de los conidios y conidi6foros
y la formacion de células Gram negativas y quistes, res-
pectivamente. En cada caja de cultivo se inspecciond
la presencia de colonias contaminantes de otras bacte-
rias y hongos. Este mismo procedimiento se realizé a
los 4 y 6 meses de conservacion.

Resultados y discusién

Viabilidad cuantitativa de Azotobacter sp. y
Trichoderma sp.

Durante los cuatro meses de evaluacién del recuento
de poblacion de Azotobacter sp. y Trichoderma sp., se
observé una disminucion gradual en todos los méto-
dos de conservacion.
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Respecto a la conservacion de Azotobacter sp., se ob-
servé una disminucién de 1 unidad Log de UFC mL
en el método de repiques sucesivos (control) y de 4
unidades Log de UFC mL" hacia el cuarto mes, en el
tratamiento en viales con solucion salina a temperatu-
ra de 30 +/- 2°C (figura 1a.). Los otros dos métodos de
conservacion presentaron mayor estabilidad durante
los cuatro meses y por lo tanto su tasa de superviven-
cia al final de este periodo resulté de 93,81 en viales
con suelo estéril y de 99,88 en viales con soluciéon
salina estéril en refrigeracién a 4°C (tabla 2). Unica-
mente el tratamiento de viales con solucion salina a
temperatura ambiente de 30+/-2°C, present6 una baja
tasa de supervivencia de 46,40, hacia el dltimo mes
de evaluacion y fue significativamente diferente de los

demads tratamientos (P<0,05). Estos resultados coinci-
den con los registrados por Pérez et al. (2006), quie-
nes encontraron esta desventaja en la conservacion de
bacterias del género Azotobacter spp. y Azospirillum
spp. en agua destilada estéril a temperatura ambien-
te y registraron sélo una tasa de supervivencia de 50
y 75, respectivamente, atribuido a que este rango de
temperaturas no detienen el metabolismo celular y los
microorganismos pueden continuar con su crecimien-
to y dado que no hay nutrientes en el agua, las células
pierden su viabilidad. Este método también presento
colonias contaminantes de hongos y bacterias, desde
el segundo mes de evaluacion y por tanto no se con-
sidera aceptable para su utilizacién en el laboratorio.
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Figura 1. Recuento en placa de Log UFC de a) Azotobacter sp. b) Trichoderma sp. durante cuatro meses en cada método de con-

servacion
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Por su parte, el recuento inicial de la poblacion de Tri-
choderma sp. en los cuatro métodos de conservacion,
estuvo en un rango entre 9,27 y 9,68 unidades Log de
UFC mL"' o g (Figura 1b.). Hacia el final del periodo
de evaluacién se observé una disminucién hasta en
un rango de 8,93 y 9,34 unidades Log de UFC mL" o
g. La conservacion en repiques sucesivos y viales con
solucion salina en temperatura de 30 +/- 2°C, presen-
taron una disminucion de casi 1 unidad Log de UFC
mL", lo cual sugiere la necesidad de realizar nuevas
conservaciones en un periodo de tiempo mas corto.
En este método también se encontré contaminacion
por otros hongos, lo cual indica que no se asegura la
pureza de las cepas a corto plazo. El método de con-
servacion mas estable durante los cuatro meses para
la cepa Trichoderma sp. fue el de viales con solucién
salina estéril en refrigeracion de 4°C.

Segln el andlisis de varianza realizado para evaluar
la viabilidad cuantitativa de Trichoderma sp. en los di-
ferentes métodos de conservacion utilizados no pre-
sentaron diferencias significativas entre si (P<0,05) en
cada microorganismo y se obtuvieron valores por enci-
ma de 93,47 en la tasa de supervivencia al final de los
cuatro meses de evaluacion.

La conservacion de Azotobacter sp. y Trichoderma sp.
en la técnica de viales con solucion salina estéril en re-
frigeracion a 4°C, presentd una tasa de supervivencia
de 99,88y 93,47, respectivamente, lo cual sugiere que
es una técnica estable y adecuada para el manteni-
miento de las cepas. Estos resultados coinciden con los
reportados por Henao et al. (2006), quienes encontra-
ron mayor estabilidad con la conservacion en solucién
salina estéril de una cepa de Aspergillus niger, com-
parada con la conservacion en glicerol a -20°C, suelo
estéril y tierra de diatomeas estéril en refrigeracion a

4°C. Este método con solucion salina estéril, fue modi-
ficado a partir de la conservacion en agua destilada es-
téril, la cual es una técnica simple, econémica y capaz
de asegurar la supervivencia de los cultivos de hongos
filamentosos, levaduras y algunas bacterias por perio-
dos prolongados y diversas colecciones microbianas la
utilizan (Garcia y Uruburd, 2000; Panizo et al., 2005;
Martinez et al., 2009). Sin embargo, esta modificacion
puede contribuir con la disminucién de la pérdida de
la viabilidad microbiana como consecuencia del dafio
citoplasmatico y la desestabilizacion de procesos os-
moéticos que se presenta en algunas ocasiones cuando
no se adiciona NaCl (Vasquez, 2000 citado por Henao
etal., 2006), y de esta forma se logra el mantenimiento
del cultivo microbiano a mediano plazo.

El método en viales con suelo estéril también se consi-
der6 adecuado para el mantenimiento de la viabilidad
de Azotobacter sp. (Tasa de supervivencia de 93,81) y
Trichoderma sp. (Tasa de supervivencia de 98,17). En
este sentido, Estrada et al. (1998) citados por Pérez et
al. (2006), reportaron 100% de viabilidad al conservar
bacterias del género Azotobacter spp. y Azospirillum
spp. en suelo estéril durante dos anos en condiciones
de refrigeracion. Henao et al. (2006), también repor-
taron un alto porcentaje de viabilidad en la conserva-
cion de Aspergillus niger, por este método, lo cual fue
argumentado citando a Vasquez (2000), quien sugiere
que se pudo haber producido por que los conidios del
hongo, posiblemente tienen afinidad con los agrega-
dos del suelo que no fueron desnaturalizados por el
proceso de esterilizacion. Si se tiene en cuenta que
el suelo utilizado en este estudio fue preparado uti-
lizando una mezcla homogénea de 3:1:1 de suelo:
lombrinaza:arena, podria sugerirse que los coloides
presentes en la lombrinaza como fuente de materia
organica, mejoraron las condiciones de conservacion

Tabla 2. Tasa de supervivencia de Azotobacter sp. y Trichoderma sp. segiin el método de conservacién después de 4 meses

Metodolosia Tasa de supervivencia Tasa de supervivencia
& de Azotobacter sp. de Trichoderma sp.

Repiques sucesivos en viales con agar 4°C 93,49 al 96,56 a
Vial lucié li 0,85% NaCl

|a/e.s con solucion salina ( 8 o NaCl) 46,40 b 96,41 a
estéril en temperatura 30+/-2°C
Vial lucié li 0,859

iales con, solucion sa |na‘(, , o/o 99,88 a 93,47 a
NaCl) estéril en refrigeracion 4°C
Suelo estéril en refrigeracion 4°C 93,81 a 98,17 a

(V' Medias seguidas con la misma letra en cada columna no presentan diferencias significativas entre si por el Test de Duncan (P<0,05)
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frente a la desecacion de los microorganismos (Kuss,
2006). Este método actiia como protector de los mi-
croorganismos, los cuales se adhieren a las particulas
del suelo cuando ocurre la desecacion con el objeti-
vo de detener el crecimiento microbiano mediante la
eliminacion del agua disponible de la célula (Henao
et al. 2006; Morales-Garcia et al., 2010). De acuerdo
a ello, esta técnica también podria ser utilizada en la
conservacion no solo de otros hongos filamentosos
productores de conidias y bacterias como Azotobac-
ter que producen células enquistadas en condiciones
adversas, sino de bacterias del género Bacillus forma-
doras de esporas, que frecuentemente son aisladas de
suelos y en el caso del Banco de Cepas de los Labora-
torios de Biotecnologia, representa aproximadamente
el 55% del total de cepas bacterianas existentes.

Por su parte, el método de conservacion por repiques
sucesivos (control), presenté una tasa de superviven-
cia de 93,49 en la cepa de Azotobacter sp.y 96,56 en
la cepa de Trichoderma sp. Ademas, se observé que el
medio de cultivo agarizado presenté una deshidrata-
cion severa y por lo tanto, no permite el mantenimien-
to de los microorganismos en un periodo mayor a tres
meses (figura 2).

Figura 2. Medios de cultivo deshidratados después de tres
meses en el método de repiques sucesivos. a) Azotobacter sp.
b) Trichoderma sp.

Con lo anterior, se evidencia que el mantenimiento de
las cepas de Azotobacter sp. y Trichoderma sp., por
este método de conservacion, requiere que se realice
un repique cada dos meses, aunque lo mas recomen-
dado seria la resiembra en un tiempo no mayor a un
mes (Morales-Garcia et al., 2010). De esta forma po-
dria garantizarse un cultivo fresco antes de la pérdida
del cultivo predecesor (Pinzon et al., 2009) ocasiona-
do por la deshidratacién del agar utilizado. Sin em-
bargo, no seria viable econémicamente considerando
que se requiere un gasto frecuente de medios de cul-
tivo y energia eléctrica para las labores de resiembra
y, adicionalmente, este repique de las cepas mensual y
bimensualmente, podria producir mutaciones y adap-
tacion de los microorganismos al medio de cultivo, lo
que puede generar cepas “domesticadas” cuyo com-
portamiento ya no represente a la especie inicialmente
aislada (Morales-Garcia et al., 2010).

Segun los resultados obtenidos, se seleccionaron los
métodos de conservacion en viales con solucién salina
estéril (NaCl 0,85%) refrigerados a 4°C y viales con
suelo estéril, para la conservacién de los dos microor-
ganismos, teniendo en cuenta que fueron los mas es-
tables en el mantenimiento de la viabilidad celular y la
pureza de los cultivos. Por esta razén, en el Manual
de Procedimientos del Banco de Cepas de los Labora-
torios de Biotecnologia, se recomend6 mantener estos
microorganismos utilizando los dos métodos de con-
servacion simultaneamente, de tal forma que si condi-
ciones externas afectan la estabilidad de alguno de los
métodos utilizados, habra otro bajo distintas condicio-
nes que evite la pérdida de los cultivos, asegurando
su pureza, viabilidad y estabilidad celular (Pinzéon et
al,, 2009).

Viabilidad cualitativa de Azotobacter sp. Y
Trichoderma sp.

El crecimiento de la cepa de Azotobacter sobre el agar
Ashby se obtuvo después de 48-72 h de incubacion y
la produccién del pigmento café se observé a partir
del quinto dia con la respectiva produccién de quistes,
los cuales fueron observados mediante la tincién de
Gram (figura 3). Durante los cuatro meses de evalua-
cion se encontrd el mismo comportamiento macro y
microscopico en todos los métodos de conservacion
utilizados. Sélo en el tratamiento de viales con solu-
cion salina estéril conservado a temperatura ambien-
te (30+/-2°C), se presentaron colonias de hongos y
otras bacterias en el segundo mes de evaluacion, lo
cual indica que la preservacién por este método, no
se recomienda a mediano plazo para evitar pérdida
del cultivo por contaminacion ambiental. Adicional-
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mente, de acuerdo a los resultados de la pérdida de
viabilidad celular con esta técnica de conservacion, se
descarto su utilizacion para el Banco de Cepas de los
Laboratorios de Biotecnologia.

Por su parte, el crecimiento macroscépico de Tricho-
derma sp. comenzo a los tres dias de incubacion, con
el desarrollo de micelio y su esporulacion se obser-
vé a partir del dia 4 hasta el dia 7, donde se produjo
la maxima coloracion verde caracteristica de la cepa

original (figura 4). El desarrollo microscépico mostré
la formacién de conidiéforo ramificado con fialides
produciendo grupos de conidias globosas y se obser-
varon clamidosporas terminales e intercalares (Barnett
y Hunter, 1998). De acuerdo a esto, se considerd que
no se presentaron cambios significativos en el desarro-
llo del aislado de Trichoderma sp. conservado con las
técnicas de viales con solucion salina y suelo estéril en
refrigeracion (4°C).

Figura 3. Desarrollo morfolégico de Azotobacter sp. a) Crecimiento en agar Ashby de la cepa antes de conservacién b) Creci-
miento en agar Ashby de la cepa después de conservacién en viales con solucién salina estéril (4°C) c) Observacién microscépica

de quistes (Aumento 1000x)

Al cabo de 6 meses de conservacion las cepas de Azo-
tobacter sp. y Trichoderma sp., aumentaron el nimero
de dias requeridos para comenzar el crecimiento en
las cajas de agar de hasta 8 - 12 dias. Por lo cual, fue
necesario incluir en el Manual de Procedimientos del
Banco de Cepas de los Laboratorios de Biotecnologia,
una etapa de activacion de la cepa de Azotobacter sp.,

contenida en un vial de solucién salina estéril, en caldo
Ashby y luego repicarla en agar Ashby, donde su creci-
miento comienza nuevamente a las 48-72 h.

En el caso de la cepa de Trichoderma sp., se recomen-
dé la inclusion de activacion de 200 pL del contenido
de un vial con solucién salina estéril, en medio de cul-

Figura 4. Desarrollo morfolégico de Trichoderma sp. a) Crecimiento en agar Avena de la cepa antes de conservacién b) Creci-
miento en agar Avena de la cepa después de conservacién en viales con solucién salina estéril (4°C) c¢) Observacién microscépica
(Aumento 400x)

Evaluacién de la estabilidad de Trichoderma sp. y Azotobacter sp. conservados por diferentes métodos 157



tivo de granos de arroz (20 g de arroz, 12 mL de agua
destilada y dos gotas de acido lactico) esterilizado por
15 min a 121°C y 15 Lb de presion. A partir de este
cultivo se deben inocular en agar Avena para obtener
un crecimiento bien esporulado en un periodo de 4-7
dras.

En el mismo Manual se recomendé la realizacion de
evaluaciones de la viabilidad y pureza de los viales
conservados en solucion salina estéril y suelo estéril
cada dos meses y realizar las medidas correctivas para
evitar la pérdida de la cepa microbiana.

Conclusiones

Parametros de viabilidad (tasa de supervivencia de
los microorganismos), estabilidad de caracteristicas
macro y microscopicas de los cultivos microbianos
de los aislados de Trichoderma sp. y Azotobacter sp.
y el mantenimiento de su pureza, indicaron que las
técnicas de conservacion mds adecuadas fueron los
viales con solucién salina estéril (0,85% NaCl) y viales
con suelo estéril, ambos en refrigeracion a 4°C. Estos
métodos presentaron un alto porcentaje de viabilidad
y no registraron contaminacion microbiana, y debido a
la naturaleza del medio de conservacion utilizado, no
presentaron problemas de deshidratacion.

Estos dos métodos se establecieron para el manteni-
miento de la diversidad de aislados de Trichoderma sp.
y Azotobacter sp. que se encuentran en los Laborato-
rios de Biotecnologia de la Universidad Francisco de
Paula Santander, considerando que son viables econé-
mica y técnicamente, teniendo en cuenta la disponibi-
lidad actual de materiales, equipos y personal de estos
Laboratorios.
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