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RESUMEN  

El presente proyecto de investigación tiene como objetivo determinar un método que conserve 

las cepas de hongos entomopatogenos a largo plazo en condiciones de laboratorio, permitiendo 

mantener su viabilidad y producción conidial. La investigación se llevó a cabo en el laboratorio 

de microbiología de la Universidad Técnica de Cotopaxi como muestra de que se puede realizar 

este tipo de investigaciones en la institución. Discos de micelio con agar se almacenaron en tres 

métodos de conservación: aceite mineral (BbA), agua estéril (Bb), ultracongelación -70°+ 

solución de glicerol (BbG) y un testigo sin ninguna sustancia (BbT) por 30 días. Una vez 

transcurrido el tiempo se realizaron pruebas de viabilidad mediante el crecimiento miceliar y 

producción de conidias. Para el crecimiento miceliar se determinó el diámetro de crecimiento al 

8vo día desarrollo en caja petri, en este caso el método de agua destilada y el tratamiento testigo 

tuvieron una corta diferencia en el crecimiento siendo los únicos que obtuvieron resultados. Se 

empleó un diseño completamente al azar con 3 repeticiones cuyas unidades experimentales 

constaban de 3 discos con micelio y agar del hongo Beauveria spp. el tratamiento control fue 

una cepa del hongo que no fue sometida a conservación, se observó cambios significativos en el 

método del aceite mineral ya que el 50% de las muestras no lograron conservarse, por otro lado 

el método de ultracongelación -70° los discos se desprendían y la sustancia de conservación 

(glicerol) se impregnaba en el disco evitando que se propague el hongo. El método de 

conservación más efectivo fue el de agua estéril ya que logro obtener un crecimiento de micelio 

de7,4 cm de diámetro comparado con el tratamiento control. De igual manera el método de 

conservación agua estéril presento una concentración de conidias de 1,3 x10
6
 comparado con el 

tratamiento control con un valor de 1,08x10
6
. Los aislamientos con los métodos de aceite 

mineral y ultracongelación a -70°, no lograron desarrollar crecimiento micelial o producción de 

conidias. La selección de métodos de conservación facilita el desarrollo de protocolos efectivos 

para que cada hongo entomopatógeno pueda asegurar su pureza, estabilidad, crecimiento y 

viabilidad.  

Palabras clave: cepas, método, estéril, entomopatógeno, glicerol, conidios.  
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ABSTRACT  
The objective of this research project is to determine a method that preserves entomopathogenic 

fungal strains in the long term under laboratory conditions, allowing to maintain their viability 

and conidial production. The research was carried out in the microbiology laboratory of the 

Technical University of Cotopaxi as a sign that this type of research can be carried out in the 

institution. Mycelium discs with agar were stored in three conservation methods: mineral oil 

(BbA), sterile water (Bb), deep freezing -70°+ glycerol solution (BbG) and a control without 

any substance (BbT) for 30 days. Once the time elapsed, viability tests were carried out through 

mycelial growth and conidia production. For mycelial growth, the growth diameter was 

determined on the 8th day of development in a petri dish, in this case the distilled water method 

and the control treatment had a short difference in growth, being the only ones that obtained 

results. A completely randomized design was used with 3 repetitions whose experimental units 

consisted of 3 disks with mycelium and agar of the Beauveria spp. fungus. the control treatment 

was a strain of the fungus that was not subjected to conservation, significant changes were 

observed in the mineral oil method since 50% of the samples could not be preserved, on the 

other hand the -70° deep-freezing method, the discs were they detached and the preservative 

substance (glycerol) was impregnated in the disc preventing the spread of the fungus. The most 

effective conservation method was sterile water since it managed to obtain a growth of 

mycelium of 7.4 cm in diameter compared to the control treatment. In the same way, the sterile 

water conservation method presented a concentration of conidia of 1.3 x106 compared to the 

control treatment with a value of 1.08x106. The isolates with the mineral oil and deep-freezing 

methods at -70° failed to develop mycelial growth or conidia production. The selection of 

conservation methods facilitates the development of effective protocols so that each 

entomopathogenic fungus can ensure its purity, stability, growth and viability. 
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Coordinador del Proyecto: 

Nombre: Christian Andres Martínez Tubon  Teléfonos: 0979056361 

Correo electrónico: christian.martinez0712@utc.edu.ec 

 

Área de Conocimiento: 

Agricultura - Agricultura, silvicultura y pesca - producción agropecuaria 

 

1.1 Línea de investigación: 

1.2 Línea 1: 

a. Desarrollo y Seguridad Alimentaria 

La seguridad alimentaria es la disponibilidad de los alimentos necesarios para una vida 

saludable. El propósito de la línea es mejorar el acceso de la comunidad a alimentos nutritivos 

e inocuos e investigar productos, factores y procesos que mejoren las economías locales. Esto 

es parte de esta línea ya que se pretende eliminar la inocencia de plagas en los alimentos para 

su correcta exportación. 

Sub líneas de investigación de la Carrera: 

a. Caracterización de la biodiversidad 

b. Bio conocimiento como alternativa a la producción agrícola 

1.3. Línea de vinculación 

Gestión de recursos naturales, biodiversidad, biotecnología y genética para el desarrollo 

humano social 

mailto:christian.martinez0712@utc.edu.ec
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2. DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO 

La presente investigación se realiza con el fin de encontrar métodos para conservar hongos 

entomopatógenos en este caso beauveria spp. como una alternativa eficaz y económica que 

sea buena con el medio ambiente, reduciendo la contaminación por controladores químicos, 

esta investigación va de la mano con la colaboración del laboratorio en el Campus CEEASA-

UTC. Se recurrió al re aislamiento de hongos base que posee la universidad para obtener 

resultados confiables con los métodos que se va a proponer en esta investigación la cual 

permitirá maneja de mejor manera las cepas conservadas ya que la investigación generara a 

futuro un beneficio al sector productivo y el ecosistema en general.   
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3. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

Varios de los aislamientos de hongos entomopatogenos del Laboratorio de Microbiología de 

la Facultad CAREN, han perdido su pureza y viabilidad, debido a su metodología de 

conservación, esto evita su accesibilidad a futuras investigaciones. Es necesario optar por 

métodos de conservación que permitan obtener una colección confiable de hongos 

entomopatogenos que a partir de reaislamientos garantice la autenticidad, virulencia y pureza 

de los mismos, de esta manera generar un recurso viable (SENPLADES, 2013). 

El uso de materias primas agrícolas de base biológica permite la producción de alimentos 

limpios en línea con las demandas del mercado. Los insumos agrícolas con mayor demanda 

son los agentes de biocontrol, especialmente para el control de plagas (OCDE/FAO, 2013). 

En el suelo existe una amplia variedad de hongos entomopatógenos que tienen un gran 

potencial como agentes de control biológico de insectos y otras plagas (Pucheta, Flores, 

Rodríguez & Torre, 2006). El uso de estos hongos como biocontroladores forma parte de un 

programa integral de manejo de plagas y representa una alternativa viable para que los 

agricultores protejan la salud y el medio ambiente (Cañedo & Ames, 2004). 

El término “hongos entomopatógenos” se refiere a microorganismos que pueden atacar 

insectos (Devotto et al., 2000) o que son medidas de control para reducir las poblaciones de 

insectos que transmiten enfermedades que dañan los cultivos (Scholte et al., 2004; Tanzini et 

al.) . al. al., 2001). También se definen como parásitos obligados o facultativos de insectos 

con alta capacidad de esporulación y supervivencia. Sus mayores ventajas son su manejo y 

adaptación a diferentes ambientes, su especificidad y su capacidad para atravesar 

directamente la piel (Allendes, 2007). El desarrollo y la aplicación de la entomopatología 

comenzaron en 1879 con el estudio de Hagen sobre el uso potencial de los hongos para 

controlar insectos. Uno de los géneros más importantes dentro del grupo de hongos 

entomopatógenos es Beauveria (Rehner et al. & Buckley, 2005). ) 

Los aislamientos en el laboratorio de microbiología de la facultad CAREN se encuentran 

almacenados en cajas Petri a 4°C. para trabajar en las distintas investigaciones con los 

distintos aislamientos es necesario realizar varios reaislamientos. 
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4 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN 

4.1 Beneficiarios directos 

Pequeños y medianos productores que buscan alternativas para reducir costos de producción y 

contaminación con su salud y el medio ambiente, estudiantes de la Universidad Técnica de 

Cotopaxi que den seguimiento a la investigación.  

4.2 Beneficiarios indirectos 

Agricultores a nivel nacional, laboratorios que se especialicen en la producción a pequeña 

escala de microorganismos. 

 

5 PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

La conservación de microrganismos es fundamental en los laboratorios que manejan 

colecciones de cultivos microbianos; las principales características que deben conservarse son 

la pureza, la viabilidad y la estabilidad genética (Rico et al.2004). Además, si un determinado 

cultivo fúngico resulta ser de particular importancia, debe almacenarse para futuras 

investigaciones en una colección de microorganismos (Smith and Onions, 1994, Smith, 

2012). Tales colecciones sirven como bancos de recursos naturales, que deberían estar 

accesibles y disponibles para futuras investigaciones (Hawksworth y Mound, 1991, 

Hawksworth y Colwell, 1992). Esto lleva a analizar que método se podría operar en los 

laboratorios en base a las ventajas y desventajas que muestra cada uno y de igual forma al 

equipo con el que cuenta el laboratorio, es por eso que se elige más de un método para realizar 

las adecuadas pruebas en hongos de interés y con esto reducir la posibilidad de que todos los 

cultivos pierdan su viabilidad. 

La mayoría de las enfermedades de las plantas suelen controlarse mediante la aplicación de 

fungicidas químicos al suelo, las semillas, las hojas y los frutos. Los efectos negativos sobre 

la salud, la contaminación ambiental y el desarrollo de resistencias están impulsando la 

búsqueda de alternativas al uso de agentes biológicos. El control biológico utiliza organismos. 

Esto también incluye microorganismos que reducen el daño causado por patógenos de plantas 

debido a su actividad biológica. Este antagonismo permite reducir o eliminar los brotes de 

patógenos vegetales. Un agente de control biológico eficaz debe tener la capacidad de 

sobrevivir en el medio ambiente, independientemente de su actividad en el hábitat donde es 

aplicado. (Noboa Guerra & Quelal Guerrero , 2015) 



6  

 

 

El desarrollo de productos a base de hongos entomopatógenos implica determinar el grado de 

interacción entre el hongo, su huésped y el ambiente, la concentración del producto y el 

método de formulación adecuado para permitir que estos organismos se coloquen en 

condiciones de campo. Desempeña un papel en la capacidad de regular mejor las plagas en los 

agroecosistemas (Motta & Murcia, 2011).    

El propósito de la preservación es mantener viables las esporas del verificador biológico, 

evitar la eliminación frecuente y evitar la pérdida de virulencia. Hay dos principios de 

conservación: Disminuir el metabolismo: Estos incluyen el almacenamiento en frío, el uso de 

aceite mineral y agua estéril, etc. y la Inducción de la dormancia. (Ayala , y otros, 2017) 

 

6 OBJETIVOS 

6.1 Objetivo General 

 Evaluar 3 métodos de conservación de Beauveria spp. en condiciones de laboratorio. 

 

6.2 Objetivos Específicos 

• Reaislar aislamientos de Beauveria spp. almacenados en el Laboratorio de 

Microbiología de la Facultad de CAREN. 

• Establecer  el mejor método de conservación de Beauveria spp. bajo condiciones de 

laboratorio. 

• Evaluar la viabilidad de Beauveria spp. luego de 30 días en los 3 diferentes métodos 

de conservación.  
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7 ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACIÓN A LOS 

OBJETIVOS PLANTEADOS 

 

 

OBJETIVO 1 

 

ACTIVIDADES 

RESULTADOS DE 

LA ACTIVIDAD 

MEDIO DE 

VERIFICACIÓN 

• Reaislar 

aislamientos de 

Beauveria spp. 

almacenados en 

el Laboratorio 

de 

Microbiología 

de la Facultad 

de CAREN. 

Se realizó 

aislamientos de 

Beauveria spp. 

conservados en el 

Laboratorio de 

Microbiologia de la 

Facultad CAREN. 

Reaislamiento del 

hongo Beauveria spp. 

para obtener cepas 

viables. 

Obtención de cultivos 

monospóricos 

 

Reaislamientos 

 

Purificación del 

cultivo. 

 

 

 

• Guía de 

laboratorio 

para la 

reactivació

n de 

aislamient

os. 

• Fotos  

• Tablas   

 

OBJETIVO 2 

 

ACTIVIDADES 

RESULTADOS DE 

LA ACTIVIDAD 

MEDIO DE 

VERIFICACIÓN 

• Establecer  el 

mejor método 

de 

conservación 

de Beauveria 

spp.  bajo 

condiciones de 

laboratorio  

Los reaislamientos de 

Beauveria spp. fueron 

conservados en 3 

métodos: agua 

destilada estéril, aceite 

mineral y la 

ultracongelacion a -

70°C. 

Aislamientos 

almacenados en 

incubadora a 27°C; 

en refrigerador a 

4°C; y en congelador 

a -70°C 

 Fotos 

 Investigació

n 

presentada 
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OBJETIVO 3 

 

ACTIVIDADES 

RESULTADOS DE 

LA ACTIVIDAD 

MEDIO DE 

VERIFICACIÓN 

• Evaluar la 

viabilidad de 

Beauveria 

spp. luego de 

30 días en 

los 3 

diferentes 

métodos de 

conservación

. 

Determinar el 

crecimiento micelial 

luego de la 

reactivación de cada 

uno de los métodos.  

Produccion conidial 

para cada uno de los 

métodos a los 30 días 

Determinar el 

crecimiento micelial 

a los 30 días.  

Produccion conidial 

(conidias/ml) a los 

30 días 

 

 Análisis 

Crecimiento 

micelial y 

producción 

de 

conidias/ml 
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8. FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

8.1 LOS BIOCONTROLADORES  

El aumento de la productividad agrícola debe lograrse mediante el uso de tecnologías 

sostenibles que nos permitan satisfacer la creciente demanda de alimentos y las exigencias del 

mercado en cuanto a calidad e inocuidad. (Sumpsi, 2012) propone cuatro tecnologías 

sostenibles económica y ambientalmente. Agricultura de conservación basada en labranza 

mínima o cero de la tierra, y siembra de cultivos asociados o intercalados; la agricultura de 

precisión; el Manejo integrado de plagas y enfermedades que combina el uso de variedades de 

cultivos resistentes con el uso juicioso de pesticidas. Conservación y uso sostenible de la 

biodiversidad a través de la biotecnología, especialmente la mejora genética (p. 5-6). 

Con respecto a las propuestas de biotecnología, la idoneidad de utilizar modificaciones 

genéticas aún es controvertida debido a la hipótesis de que las modificaciones genéticas tienen 

efectos adversos en la salud humana y el medio ambiente, ya que como es fértil, es decir, las 

semillas son estériles, el costo de producción también es controversial. - Las semillas 

germinadas y nuevas deben comprarse a empresas multinacionales (Morales Estupiñán, 

2001). El manejo integrado de plagas (MIP) se considera la opción más viable ya que el 

objetivo es mantener cultivos saludables con un impacto ambiental mínimo (Duarte, 2012). El 

biocontrol representa una estrategia biotecnológica ambientalmente limpia compatible con la 

agricultura ecológica y el MIP (Monte & Llobell, 2003). Su objetivo es "crear un equilibrio 

entre las plagas y los biocontroladores para que las plagas alcancen niveles en los que ya no 

sean dañinas". El control biológico es el método convencional de control de plagas más 

conveniente porque es económico, no induce resistencia en las plagas, no representa un riesgo 

para la salud humana y es amigable con el medio ambiente. 

 

8.2 BIOINSUMOS 

Han surgido en respuesta a la demanda mundial de alimentos orgánicos trazables y seguros. 

Estos son productos elaborados a partir de microorganismos (hongos, actinomicetos, 

bacterias) que promueven el crecimiento de las plantas ya sea directamente al promover la 

absorción de nutrientes por parte de las plantas o indirectamente al ayudar a controlar 

enfermedades y plagas (Murillo et al., 2010). ; Nora Artia, Elena Beyhout, 2012). Por tanto, 

pueden clasificarse como biofertilizantes y biocontroladores, aunque una misma cepa 
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microbiana puede tener ambas funciones (Altier, Beyhaut, Rizza & Rivas, 2012). Este es el 

caso del género Trichoderma. No solo parasitan hongos fitopatógenos, sino que también 

inducen el crecimiento de las plantas y mejoran las respuestas inmunitarias locales y 

sistémicas (Dou et al., 2014; Elliot et al., 2000; J.F. White et al., 2014). al., 2002). . 

Los microorganismos con potencial de biocontrol deben ser cepas de rápido crecimiento con 

abundante formación de esporas, alta virulencia para las plagas y bajos costos de producción. 

Además, las preparaciones microbianas deben tener una vida útil prolongada 

(aproximadamente 18 meses) en condiciones ambientales sin perder significativamente su 

infectividad (Couch & Ignoffo, 1981). 

 

8.3 BEAUVERIA SPP. 

El hongo fue descrito por primera vez por Jean Beauverie en 1911 con el nombre de Botrytis 

badsiana. Veuillemann luego lo puso en su clase actual. Las pruebas enzimáticas posteriores 

confirmaron que el género era Beauveria spp. Se distinguieron seis especies: B. alba, B. 

amorpha, B. brongniart, B. velata, B. caledónica (Kouassi, 2001, pp. 2-3). 

“Beauveria bassiana es un saprofito facultativo que quitiniza células y parasita insectos en 

virtud de su mecanismo físico y químico de infección” (Echeverría, 2006, p. 13). "Este hongo 

causa una enfermedad mortal de los insectos llamada muscardina blanca, que les da a los 

insectos afectados una apariencia momificada” (Lecuona, 2007, pág. 15). 

Beauveria spp. es un hongo que infecta a los insectos a través de los conidios (órganos 

reproductores asexuales). Los conidios se adhieren a la epidermis del huésped, donde se 

desarrolla el tracto reproductivo y penetra en la cavidad sanguínea. Esta invasión es posible 

gracias a las enzimas secretadas que permiten la degradación de las proteínas, la quitina y los 

lípidos de la piel de los insectos (Ferron, Fargues, Riba, 1991; Khachatourians, 1991). Una 

vez dentro del huésped, el hongo se multiplica y libera blastosporas como se muestra en la 

Figura 1. Este insecto muere por deficiencia nutricional de hemolinfa y/o toxicidad causada 

por micotoxinas fúngicas (Khachatourians, 1991; Roberts, 1981). Sin embargo, los efectos 

antifúngicos sobre los insectos objetivo no siempre son letales. Los efectos subletales o 

secundarios informados en la literatura incluyen disminución de la fertilidad y fecundidad de 

los hongos y de la fecundidad de las esporas (Feng, 1994). 
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Figura 1 Acción de Beauveria spp. 

Fuente: (Carballo, Rodriguez, & Duran , 2001) 

8.3.1 Taxonomía 

Tabla 1 Taxonomía de Beauveria spp. 

 

Fuente: (Gongora Botero, Marin Marin, & Benavides Machado , 2013) 

8.3.2 Morfología general 

 Características macroscópicas 

"Al principio crece como una pelusa blanda, pero luego tiene un aspecto amarillento, y 

después de unos días se vuelve una crema polvorienta debido a las esporas. El dorso es blanco 

o amarillo pálido". (Ortiz, 2009, pág. 15). 

 Características microscópicas 

“Beauveria bassiana es un hongo imperfecto, que posee una hifa septal que contiene 

estructuras reproductivas llamadas conidióforos en las que se desarrollan los conidios” 

(Hernández & Berlanga, 1999, p. 1).  

Los conidios son células simples haploides, hidrofóbicas, globulares y ovoides, de color 

opalescente, con estigmas alargados en zigzag alternados en sus extremos distales llamados 

lats. En cultivo sólido, el hongo produce conidios esféricos (1 a 3 μm de diámetro) u ovalados 

(1,5 a 5,5 x 1 a 3 μm). Las blastosporas no son tan contagiosas como las conidias (Ortiz, 

2009, pág. 16). 
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Figura 2 Estructura macroscópica de beauveria spp.  

Fuente: (Carballo, Rodriguez, & Duran , 2001) 

 

  

Figura 3 Características microscópicas de beauveria spp. 

Fuente: (Martínez, 2023) 

8.3.3 CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

Tabla 2 Condiciones de crecimiento de Beauveria spp. 

Factor Descripción 

pH Crecimiento entre 5,7 – 5,9 

 

Temperatura 

Crecimiento entre 25 – 30°C 

(mínimo de 10°C y máximo de 

30°C) 

Humedad Alrededor del 94% 
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Necesidades 

Nutricionales 

Sacarosa, fuentes de carbono 

(glucosa, almidón, pectina) y 

nitrógeno (peptona).. 

Fuente: (Merino Peñafiel, 2017) 

 

8.3.4 IDENTIFICACIÓN DE LA ESPECIE 

Los métodos tradicionales de identificación de especies relacionan las características 

macroscópicas (morfología, color, etc.) de las colonias de hongos y las características 

microscópicas (tamaño, forma, color, etc.) de las esporas con las claves taxonómicas 

reportadas, basadas en la observación. Literatura (Medo & Cagáň, 2011). 

Los micelios en etapa asexual de especies de Beauveria. Es de color blanco con una parte 

inferior amarillenta, tiene una textura algodonosa a polvorienta y se caracteriza por 

conidióforos simples agrupados irregularmente o en verticilos. En algunas especies, los 

conidióforos tienen forma de botella (Ramos Delgado, 2016). Morfológicamente, nacido 

assiana tiene hifas hialinas septales, de 2.5 a 25 μm de diámetro, de las cuales se aíslan 

conidióforos simples agrupados con poca frecuencia, con conidios y sincitiales o apicales, 

como se muestra en la figura. Las esporas son hialinas y esféricas, pero cuando se reduce la 

concentración de oxígeno en el medio se vuelven ovaladas y se denominan esporas (Barron, 

2001). 
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Figura 4 Imágenes microscópicas del hongo B. bassiana 

Fuente: (Barron, 2001). 

8.3.5 PRINCIPALES INSECTOS CONTROLADOR DE BEAUVERIA 

SPP. 

En la agricultura, este hongo es utilizado por el escarabajo colorado de la patata (Leptinotarsa 

decemlineata), la broca del café (Hypothenemus hampei), termitas y hormigas (Acromyrmex 

sp, Atta sp), la broca europea del maíz (Ostrinia mubilalis) y la broca del pino. oruga 

(Dendrolimus spp), grillo verde (Nephotettix spp) y polilla (Laspeyresia pomonella), entre 

otros. 

 

8.4 ALMACENAMIENTO 

Los productos formulados se pueden almacenar en condiciones ambientales durante uno o dos 

meses sin perder viabilidad, dijo Granda, siempre que no estén expuestos a la luz solar directa 

o la humedad. Para el almacenamiento a largo plazo, debe refrigerarse a una temperatura de 

aproximadamente 4 °C. 

 

 8.5 CONSERVACIÓN DE CEPAS  

Para las cepas de rutina, el almacenamiento en medios sólidos generalmente se realiza a 24°C 

en la oscuridad. Sin embargo, la viabilidad comienza a disminuir después de 1 semana de 

almacenamiento. Para mantener la cepa viable, se debe subcultivar cada 6 semanas, almacenar 

a 4 °C y analizar la infectividad cada 6 meses (M.C. Rombach, Aguda & Roberts, 1988; 

Wagner & Lewis, 2000). Las esporas liofilizadas se pueden almacenar a 20 °C (Ying & Feng, 

2004). Por otro lado, el agua de esporas o las soluciones de glicerol al 10% pueden 

almacenarse a -80 °C (Kim, Kassa, Skiner, Hata & Parker, 2011). . ). Prado et al., 2016. 

Posada y Vega, 2005). 

Las soluciones que contienen glicerol también se pueden complementar con 0,05 % de Tween 

80 (Pham, Kim, Kim & Kim, 2009), fructosa, glucosa o sacarosa para actuar como 

crioconservadores ya que este hongo es sensible al frío (Toegel et al., 2010). . ). Taylor y 

Feng (1994) mostraron una viabilidad del 93,3% de las conidias en agua a 4°C. 87,3% y 

35,3% para periodos de retención de 8, 12 y 19 meses respectivamente. Por otro lado, las 
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tasas de supervivencia de las blastosporas sumergidas bajo las mismas condiciones de 

almacenamiento son 32,0, 29,3 y 4,8%, respectivamente. Las esporas también se pueden 

almacenar a temperatura ambiente en un contenedor de atmósfera controlada. Las atmósferas 

que contienen CO2, N2, H2 o He pueden mantener hasta un 51 % de viabilidad a 50 °C. En 

cambio, en una atmósfera de 20% CO2 y 80% N2, la viabilidad de las esporas se puede 

mantener hasta un 80% durante 150 días a 40 °C, o hasta un 80% durante 30 días a 50 °C y 

hasta 87 % durante 16 semanas a 25 °C. Siempre que la actividad del agua (AW) sea de 0,032 

o menos (Faria, Hotchkiss & Wraight, 2012). Un método para determinar la viabilidad de los 

conidios de los hongos entomopatógenos es utilizar suspensiones de hongos estandarizados de 

concentraciones definidas dispersas en placas que contienen agar Sabouraud o agar patata 

dextrosa. Las placas se incuban a 24-26ºC, fotoperiodo de 12 horas y 60-80% de humedad 

relativa. Después de 24 horas, se cuantificó el porcentaje de conidios germinados y no 

germinados por microscopía de luz (S.B. Alves, 1998). Oliveira, Pauli, Mascarin y Delalibera 

(2015) desarrollaron un protocolo más específico. 

8.5 CULTIVOS PUROS  

Un cultivo puro es el desarrollo de un organismo sin la proliferación de otros organismos. Se 

obtiene aislando el hongo del cultivo o inóculo original. El inóculo se siembra o se coloca en 

una placa de Petri que contiene medio de cultivo PDA (u otro medio). Se llama puro porque 

contiene solo las bacterias deseadas (sin impurezas). En el proceso de producción de hongos, 

la obtención de un cultivo puro es el paso más importante ya que es el inóculo para iniciar el 

proceso de producción y se utiliza para inocular el sustrato. A la hora de obtener un cultivo 

puro para incluirlo en el proceso de producción, es necesario asegurarse de que el aislado sea 

fresco y posea todas las características de la cepa, especialmente las relacionadas con su vigor 

y virulencia. Para mantener estas propiedades, el hongo debe reactivarse al menos dos veces 

al año. 

La reactivación fúngica se realiza mediante bioensayo y consiste en inocular con el hongo a 

los insectos de la especie que controla el hongo. Por ejemplo, si es la cepa utilizada para el 

control de la broca del café, se debe recolectar este insecto para realizar el bioensayo. Después 

de la inoculación, continúe la incubación y coloque el bioensayo en condiciones de 

temperatura apropiadas. Los bioensayos deben revisarse diariamente y los insectos muertos 

deben retirarse y colocarse en una habitación húmeda para estimular la esporulación de 
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hongos. Finalmente, aísle los hongos de los insectos esporulantes utilizando técnicas 

apropiadas. 

 

8.6 METODOS DE CONSERVACION  

El propósito de la conservación es mantener viables las esporas del verificador biológico, 

evitar la eliminación frecuente y evitar la pérdida de virulencia. Hay dos principios de 

conservación: 

a) La reducción del metabolismo: Esto incluye almacenamiento en frío, uso de aceite 

mineral, agua estéril, suelo estéril, etc. 

b) Inducción de la dormancia: incluido el secado sobre gel de sílice, uso de nitrógeno 

líquido liofilizado (mantenimiento de las temperaturas a temperaturas criogénicas, 

es decir, bajo cero). La liofilización y la criogenia requieren equipos especiales y 

consumibles costosos (Cadeño & Ames, 2004, p. 45). 

8.6.1 Conservación en silica gel 

El método de conservación sobre gel de sílice consiste en extraer la fase líquida de la 

estructura. En otras palabras, la deshidratación ralentiza el metabolismo. Después de la 

esterilización con calor seco del gel de sílice, es importante mantenerlo sellado para evitar la 

exposición al aire debido a la naturaleza higroscópica del soporte utilizado. Es un método 

seguro y fácil de recuperar el microorganismo con todas sus propiedades (Cadeño & Ames, 

2004, p. 47). 

8.6.2 Conservación en aceite mineral  

En este método, los cultivos en condiciones óptimas para el crecimiento del micelio y la 

esporulación se recubren con aceite mineral estéril. Generalmente se utiliza aceite mineral de 

alta calidad. Esta práctica reduce el secado del sustrato, ralentiza la actividad metabólica del 

cultivo, reduce la tensión de oxígeno y reduce el potencial de infestación de ácaros (Alarcón, 

2006, pp. 20-25). 

8.6.3 Conservación en agua destilada 

El almacenamiento de hongos entomopatógenos en agua destilada estéril o el método 

Castellani ha demostrado ser una técnica que garantiza un alto porcentaje de viabilidad de las 
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cepas, pureza y estabilidad fenotípica, además de económica y sencilla, por lo que constituye 

una alternativa favorable. Se utiliza en laboratorios con recursos limitados, pero también en 

grandes colecciones de países desarrollados. (Fernandez C. , Diaz , Illnait, & Martinez , 

2013). 

A pesar de los avances acelerados en la conservación de microorganismos, la conservación en 

agua destilada estéril sigue gozando de una posición privilegiada como método económico, 

sencillo y seguro que puede garantizar la viabilidad a largo plazo de los cultivos fúngicos 

(Malik y Hoffmann 1993). . Este método es especialmente útil para organismos que no se 

pueden liofilizar, como: B. Entomophthora (López Lastra et al. 2002), u hongos que no 

toleran la congelación profunda. 

8.6.4 Crioconservación en Ultracongelación a (-20°C)-(-196°C) 

En la crioconservación, los materiales biológicos se estabilizan a temperaturas criogénicas 

que oscilan entre -20 °C y -196 °C. Este es un método bien conocido y ampliamente utilizado 

en la actualidad. El principio es que las células, tejidos y organismos expuestos a bajas 

temperaturas permanecen inactivos, es decir, a bajas temperaturas, perjudicando sus funciones 

vitales y se suprime su actividad metabólica (Pasarellt y McGinnis, 1992; Rico et al., 2004). ). 

Hay muchos factores que pueden afectar la viabilidad y la estabilidad de los cultivos durante 

el proceso de congelación, incluida la edad de las células, la velocidad de congelación y 

descongelación, la temperatura de almacenamiento y el uso de crioprotectores. Este último es 

un compuesto con una alta afinidad por el agua. Tales sustancias previenen el daño que puede 

ocurrir durante la congelación de células microbianas. Los crioprotectores más utilizados 

incluyen glicerol, dimetilsulfóxido, leche desnatada, inositol, sacarosa, glucosa y lactosa 

(García y Uruburu, 2001; Uzunova-Doneva y Donev, 2004-2005) 

La congelación es el proceso ha sido un fenómeno complejo durante décadas. El estado de la 

investigación aún está en curso y no siempre se comprende completamente. La investigación 

en criobiología nos ha permitido especular qué sucede cuando las células vivas se congelan y 

cómo superan los fenómenos no deseados. (Montesinos , Ayala , & Berlanga , 2015) 

8.6.5 Ventajas Y Desventajas de los Métodos De Conservación 

Tabla 1 Ventajas y desventajas método de conservación en aceite mineral 

VENTAJAS DESVENTAJAS 
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Económico y técnicamente simple, se 

recomienda para laboratorios con recursos 

limitados. 

Algunos hongos, especialmente aquellos 

susceptibles a otros métodos de 

conservación, persisten por largos períodos 

de tiempo. 

Los almacenamientos deben mantenerse en 

posición vertical, por lo que se debe 

considerar el espacio disponible.  

Fuente: (Montesinos , Ayala , & Berlanga , 2015) 

Tabla 2 Ventajas y desventajas método de conservación en agua destilada 

VENTAJAS  DESVENTAJAS 

Es económico, técnicamente simple y no 

requiere equipo especial. 

Ahorro de espacio (botella pequeña) 

Recomendado para la conservación a medio 

plazo de microorganismos. 

El nivel de agua requerido debe verificarse 

continuamente. 

Algunos hongos pierden viabilidad después 

de un corto período de tiempo. 

Fuente: (Montesinos , Ayala , & Berlanga , 2015) 

Tabla 3 Ventajas y desventajas método de conservación ultracongelacion 

VENTAJAS  DESVENTAJAS 

El equipo tradicional está disponible en 

algunos laboratorios. 

Almacenamiento a largo plazo sin 

nitrógeno líquido. 

Adecuado para la mayoría de los hongos. 

Un descenso gradual de la temperatura 

también puede provocar la formación de 

cristales de hielo. 

Pérdida de reserva debido a interrupción. 

 

Fuente: (Montesinos , Ayala , & Berlanga , 2015) 
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9. Metodología 

9.1 Ubicación del Área de estudio 

El trabajo de investigación en la Universidad Técnica de Cotopaxi Campus CEASA Cantón 

Latacunga.  

 

Figura 5 Campus CEASA UTC 

Fuente: google maps 

 

9.2 Modalidad de investigación 

9.2.1 De laboratorio  

En el presente trabajo de investigación se indago métodos de conservación de hongos 

entomopatogenos en este caso Beauveria spp. que ayuden a reactivar y mejorar las 

condiciones de las cepas almacenadas en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad 

CAREN campus CEASA-UTC. Y brinden beneficios tanto en conservación como en 

producción libres de contaminantes y optando como opción el control biológico por medio de 

dichas cepas. 

Dado que el máximo objetivo es el control, se realiza en un ambiente controlado (de tipo 

laboratorio) pues carece de las características propias del ambiente natural. Para lo cual se 

crea un ambiente óptimo que permita realizar de manera correcta la investigación. 
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9.3 Tipo de investigación 

9.3.1 Diseño de investigación Descriptiva 

El diseño de investigación descriptivo es un método científico que consiste en observar, 

analizar y describir el comportamiento de los sujetos sin influir en ellos de ninguna manera. 

(Silva & Alejandro, 2019) 

 

9.4 Fase de laboratorio  

El desarrollo de  la investigación se realizó con muestras almacenadas en Laboratorio de 

Microbiología de la Facultad CAREN.  

9.4.1 Materiales, equipos y reactivos  

a) Material biológico  

Cepas almacenadas de Beauveria spp. en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad 

CAREN.  

b) Material de laboratorio 

 Cajas Petri 

 Estuche de disección 

 Aza metálica 

 Mandil 

 Guantes 

 Mascarilla 

 Marcador  

 Papel aluminio  

 Papel de cocina  

 Cinta Parafilm 

 Plástico film 

 Tubos de ensayo 
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 Tubos eppendorf 

c) Reactivos 

 PDA(agar papa dextrosa) 

 Aceite vegetal 

 Agua destilada 

 Glicerol 

 Ácido láctico 

 Antibióticos (gentamax) 

9.4.2 Reactivación de cepas     

El laboratorio de la carrera de agronomía cuenta con cepas de varios hongos entomopatogenos 

que pasan en refrigeración de las cuales por medio de microscopios observaremos las 

adecuada esporulación en cuanto al hongo requerido Beauveria spp. que presten las condición 

es para una correcta reactivación. 

De las cepas refrigeradas, se seleccionaron varios aislamientos recolectados en la Costa y 

Sierra Ecuatoriana, a simple vista se trabajó con cepas de la costa pero no se obtuvo los 

buenos resultados, y es por este motivo que la cepa de la sierra ya observada bajo microscopio 

era la mejor para poder trabajar en la reactivación. De cada caja Petri con las cepas de 

Beauveria spp. se toma un trozo con el bisturí de nomas de 2mlx2ml. Estas cepas se 

sometieron a medio de cultivo PDA+5ul de ácido láctico en 10 cajas Petri (esto debido a que 

la primera practica se contamino y es por eso que se utiliza dicho ácido). Se etiquetan las 

cajas con el nombre, la fecha y el medio trabajado, almacenándolas en incubación durante 7 

días a 27°C. 
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Figura 6 Figura  la figura muestra la forma correcta para recoger la muestra de una caja 

Petri evitando contaminación. 

 

Fuente: (Monzon, 2021) 

9.4.3 Cultivos puros  

Este tipo de cultivos se los obtiene de la reactivación de cepas anteriormente especificadas, la 

razón de estos cultivos puros es para trabajar con cepas libres de contaminación y con una 

esporulación correcta, de igual manera evitando trabajar con cepas caducas o muertas or su 

tiempo de almacenamiento. 

9.4.4 Incubación del cultivo  

La incubación es el período durante el cual ocurre el crecimiento y reproducción del hongo. 

Después de realizar la inoculación, los platos petri se colocan en los lugares de crecimiento a 

temperatura de 24 a 28 o C, durante un tiempo de4a6 días. Durante este periodo se observa el 

crecimiento del micelio y la producción de conidias. Normalmente esta etapa finaliza cuando 

el hongo llega a cubrir toda la superficie del medio de cultivo en el plato petri. Para realizar 

limpieza de los contaminantes y darle seguimiento al cultivo, se deben realizar observaciones 

cada 48 horas. (Montesinos , Ayala , & Berlanga , 2015) 

 

9.4.5 Aplicación de métodos de conservación  

Agua destilada estéril 

Para lo cual tomaremos 100ml de agua destilada para posteriormente autoclavarla a 120°c en 

45min, este proceso lo realizamos dos veces similar a la metodología de (Ayala, 2017), el 
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agua destilada ya esterilizada la llevaremos a la cámara de flujo laminar para posteriormente 

trabajar con las cepas reactivadas de beauveria spp.. 

Aceite mineral 

Este método se lo debe realizar con suma precaución ya que el aceite se lo va a esterilizar en 

estufa alternando un poco la teoría de (Ayala, 2017) que menciona que se debe esterilizar a 

120°C en 15 minutos para después de 24 horas volver a ese proceso pero a 180°C, en esta 

investigación se lo realiza en estufa a 100°C la primera esterilización por 25 min para dentro 

de 24 horas volver a la estufa y en 100°C a 25 minuto repetir el proceso, tomamos esta opción 

en base a que el equipo con el que contamos no presta la temperatura sugerida.. 

Ultracongelación -70° 

Los criotubos se llenan con 1,3ml de glicerol estéril (10% v/v); autoclavado a 120°C por 

15min. Luego se colocó un disco de 5mm de la superficie de cultivo del hongo. Tres discos de 

micelio fueron colocados en cada vial, dejándolos completamente inmersos en glicerol. Los 

criotubos permanecen 12 horas a 4°C para luego ser almacenado a -70°C. 

 

10. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Por medio de los cultivos monospóricos se obtienen cultivos puros viables para realizar los 

aislamientos con un adecuado desarrollo, para de esta manera lograr trabajar en los métodos 

de conservación que preservara las condiciones de Beauveria spp. Los resultados se 

conocerán de acuerdo a la viabilidad que presentara cada método de conservación. Los 

controles de viabilidad se realizaron a los 30 días.. Se va a considerar el crecimiento micelial 

y la producción de conidias.  

Tabla 4 Cepas en conservación de agua destilada luego de 30 días 

Conservación en Agua Destilada Autoclavada 

Almacenamientos  

BbM1-BbM3 BbM4-BbM6 BbM7-BbM9 BbM10 



24  

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

Almacenamientos en 30 dias 

         Fuente; (Martínez, 2023) 

Tabla 5 Cepas en conservación de aceite mineral luego de 30 días 

Conservación en Aceite Mineral 

Aislamientos 

BbA1-BbA5 BbA6-BbA10 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

Aislamientos en 30 días 

        Fuente; (Martínez, 2023) 

Tabla 6 Cepas en conservación ultracongelacion a -70° luego de 30 días 

Conservación ultracongelación  

Aislamientos  

BbG1-BbG5 BbG6-BbG10 
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Aislamientos en 30 días 

 

10.1 Crecimiento micelial  

 Agua destilada (Bb) 

Después de 30 días de conservación este método mantuvo la viabilidad de los 5 tratamientos 

aislados y probados, mostrando un crecimiento desde su primer día almacenado a 27°C en 

caja Petri obteniendo un crecimiento final luego de 8 días de 7,2 cm de diámetro, este dato se 

considerara para su análisis estadístico como indica la referencia de (Torres Gutierrez , Valle 

Ramirez, Caicedo Quinche , Abril Saltos, & Sucoshañay Villalba, 2020), los datos del 

desarrollo se los tomo con un calibrador. 

 Aceite Mineral (BbA) 

Luego de 30 días de conservación el método presenta un rendimiento de viabilidad del 25% 

de los aislamientos probados, es decir de los 5 tratamientos solamente funcionaron 3, lo cual 

no es un dato justificable para realizar un análisis y el método es descartado. 

 Ultracongelacion -70° (BbG) 
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Posterior a los 30 días este método de crioconservacion no obtuvo resultados, a simple vista 

se manifiesta una represión del hongo y esto podría deberse al glicerol sustancia que se ocupó 

para su aislamiento. De igual manera este método fue descartado para el análisis posterior.  

 Testigo (BbT) 

Al cabo de 30 días el tratamiento testigo muestra una viabilidad en sus 5 aislamientos, 

mostrando un crecimiento micelial final luego de 8 días de 7,44 cm de diámetro. El desarrollo 

micelial se lo midió con un calibrador. 

Fuente: (Martínez, 2023) 

Análisis estadístico (viabilidad) 

El análisis estadístico del crecimiento micelial y la producción conidial con el método de 

conservación agua destilada estéril y el tratamiento testigo. Como factor presenta, 

tratamientos método de conservación agua destilada y un tratamiento testigo, con 5 

repeticiones, que manifieste la variable del crecimiento micelial final del hongo Beauveria 

spp. y que muestre una hipótesis que permitirá considerar el aislamiento de las cepas. 

 

Tabla 7 Crecimiento micelial final evaluando 5 tratamientos con método de 

conservación agua destilada  y el tratamiento testigo(sin tratamiento) 

Tratamientos OBSERVACIONES     

  I II III IV V Suma Promedio 

Bb 6,53 6,73 7,07 7,20 6,67 34,2 11,40 

BbT 7 8 7 7,8 7,4 37,2 12,40 

Total           71,4 23,80 

Fuente: (Martínez, 2023) 

Tabla 8 ADEVA crecimiento final de Beauveria spp. evaluando 5 tratamientos del 

método de conservación agua destilada y el tratamiento testigo. 

Variable N   R²  R² Aj  CV  
 R        10,00 0,44 0,37 5,31 
 

      Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III)     

   F.V.      SC  gl  CM   F   p-valor 

Modelo      0,9 1 0,9 6,25 0,0369 

Tratamiento 0,9 1 0,9 6,25 0,0369 

Error       1,15 8 0,14              
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Total       2,05 9                   

Fuente: (Martínez, 2023) 

Discusión: Existen diferencias significativas entre el tratamiento Bb (conservación en agua 

destilada) y el tratamiento testigo, el valor p (0,0369) con un coeficiente de variación de 5,3 

que demuestra la hipótesis alternativa en donde se hace referencia a que el tratamiento control 

es quien domina en tanto al desarrollo del hongo 

Tabla 9 Pruebas tukey del crecimiento final de Beauveria spp. evaluando 5 

tratamientos del método de conservación agua destilada y el tratamiento testigo. 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,55334       

Error: 0,1440 gl: 8 
    Tratamiento Medias n  E.E.       

BbT         7,44 5 0,17 A     

Bb          6,84 5 0,17    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Fuente: (Martínez, 2023) 

Figura 7 Grafica crecimiento final de Beauveria spp. evaluando 5 tratamientos del 

método de conservación agua destilada y el tratamiento testigo. 

 

Fuente: (Martínez, 2023) 

Discusión: La prueba de significancia muestra que el tratamiento que domina es el control 

con un total de 7,44cm de diámetro de crecimiento frente a 6,84cm del tratamiento método de 

agua destilada. Por lo que deducimos que el aislado BbT (testigo) presenta diferencias 

significativas en relación al método de conservación agua destilada estéril, a pesar de su 
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diferencia, se verifica que el método de conservación agua destilada es viable corroborado por 

la investigación  (Torres Gutierrez , Valle Ramirez, Caicedo Quinche , Abril Saltos, & 

Sucoshañay Villalba, 2020). 

10.2 Producción conidial  

Para determinar la concentración de conidios se probó en el método agua destilada y el 

tratamiento control ya que estos fueron los únicos que dieron buenos resultados. Se reactivó 

los conidios de la superficie de las cajas Petri de 8 días en incubadora a 27°C, para lo cual se 

raspo con bisturí el micelio de cada tratamiento para realizar una suspensión de conidios en 

25ml de agua destilada estéril en vasos de precipitación, luego con la micropipeta se tomó 

1ml del borde del vaso en tubos eppendorf evitando recolectar trozos de micelio a esa 

suspensión de conidios se le añadió 4ul de azul de metileno para posteriormente agitarlo por 

2min en un Vórtex. Casi similar a la metodología de (Ladino Rey, Rubio, & Chacin 

Zambrano, 2016) que para su reactivación, se inoculo en papa dextrosa agar (PDA) y cultivar 

a 30 °C durante 10 días. Luego se removió el micelio con asa micológica y se transfirió a una 

suspensión, luego de 4 meses de almacenamiento en estudio, se ajustó la turbidez a grado 5 de 

McFarland, correspondiente a 1.5x109 UFC ml-1, por triplicado. 

El conteo de conidios se realizó en la cámara de Neubauer, revisando un total de 25 

cuadrantes con ayuda del microscopio. La concentración de conidios por ml para cada 

tratamiento y el control, se estimó mediante la fórmula: 

 

Bb 
 

      

       

       BbT 
       

 
 

      

       

        

Tabla 10 Conteo realizado en cámara de neuvauer y aplicado la fórmula  

Datos del conteo en cámara Neubauer   

Tratamiento  Conteo Formula 

BbT 108 1,08x106 

Bb6 130 1,3x106 

Bb7 95 0,95x106 

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑜𝑠 =
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑥 250000

𝑛𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠
=1100000= 1,1 x106 

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑜𝑠 =
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑥 250000

𝑛𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠
=1080000= 1,08 x106 
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Bb8 110 1,1x106 

Bb9 100 1x106 

Bb10 115 1,15x106 

Fuente: (Martínez, 2023) 

Tabla 11 ADEVA de la producción conidial, evaluando el tratamiento de agua destilada 

y el tratamiento testigo. 

 
  F d V Gl GL SC CM F P 

Total n-1 9 7,6x1010 8444444444     

Tratamientos t-1 1 1x1010 1x109 0,11 0,7524 

E. exp   8 7,5x1010 9,375x109     

       CV%= 8,88 
     PROMEDIO 1090000 
      

El análisis de varianza muestra un p valor de 0,7524 indicando que no existen diferencias 

significativas entre el tratamiento Bb (método de agua destilada estéril) y el testigo, con un 

coeficiente de variación de 8,8 que demuestra que el tratamiento agua destilada estéril tiene 

una diferencia mínima en la concentración de conidias/ml con el testigo.  

Figura 8 Grafica Producción conidial (conidias/ml) de Beauveria spp. evaluando 5 

tratamientos del método de conservación agua destilada y el tratamiento testigo. 

 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) Fuente: 

(Martínez, 2023) 
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Discusión: La prueba de significancia muestra que tenemos una concentración de conidias/ml 

para el tratamiento del método de conservación agua destilada de 1,1x〖10〗^6 conidias/ml y el 

testigo con 1,08x 〖10〗^6 conidias/ml esto muestra que no es significativa (p=0,75) la 

diferencia entre ambos casos. Por lo que deducimos que el método de conservación agua 

destilada estéril es una opción viable a aplicar en Beauveria spp. 

11 CONCLUSIONES  

 Se logró reactivar aislamientos de Beauveria spp. almacenados a 4°C en el 

Laboratorio de Microbiología de la Facultad de CAREN. 

 Luego de 30 días el método de conservación agua destilada obtuvo los mejores 

resultados en producción conidial con 1,1x 106 concentración de conidias/ml en 

relación al testigo 1,08x 106 conidias/ml, por otro lado en crecimiento micelial 

domina el testigo con 7,44 cm de diámetro a los 8 días de incubación y el método de 

conservación agua destilada estéril con un crecimiento micelial de 6,84cm de 

diámetro, a diferencia de los otros dos métodos de conservación que no obtuvieron 

resultados. 

 El método de conservación agua destilada estéril (Castellani) es la mejor elección para 

aislamientos en laboratorios de recursos limitados y capaz de garantizar la viabilidad a 

largo plazo de Beauveria spp.  

12 RECOMENDACIONES 

 Se pueda realizar esta investigación a un periodo alargado ya que desarrollara mejor 

concentración de conidias y optar por aislamientos en laboratorio que beneficien las 

mismas. 

 El método de conservación de agua destilada estéril es el más recomendable para que 

las cepas almacenadas en laboratorio logren mantener su estructura y así no pierdan su 

virulencia para utilizarlas en distintas investigaciones. 

 Al conservar los aislamientos a largo plazo, estos quedaran disponibles para 

investigaciones a futuro. 

 La forma como actualmente se conservan los aislamientos en laboratorio no permite 

utilizarlos, es por eso optar por un método de conservación como el manifestado en 

esta investigación (agua destilada estéril), afirmando que es una técnica sencilla 

económica y viable. 
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14 ANEXOS  

Anexo No.1. Tabla de procedimientos métodos de conservación de Beauveria spp.  

Método de conservación Aceite Mineral 

a) Para este proceso se utiliza la estufa GW a 100°C colocando en tubos 

autoclavables de 15ml con el aceite mineral por 25 minutos. 

b) Luego de 24 horas se repite el proceso. 

c) Para continuar se coloca el aceite en los tubos una cantidad de 3ml por tubo 

este proceso lo realizamos en 5 tubos los cuales inclinaremos a 45° como 

sugiere (Ayala, 2017), para que se solidifique en este estado. 

d) Posteriormente se trabaja con otra cepa pura de beauveria spp. que se 

reactivó anteriormente, este proceso se lo realizara con un aza metálica. 

e) El aza metálica sirve para realizar un raspado en la cepa de beauveria spp. y 

seguido raspamos cada tubo con aceite mineral a 45°. 

f) Seguidamente volvemos a colocar el aceite en cada tubo una cantidad de 8ml 

por tubo. 

g) Los tubos quedan semiabiertos debido a que en estas condiciones se propaga 

el hongo de mejor manera, lo que se aconseja es sellar los tubos con cinta 

parafilm evitando contaminaciones. 

Método de conservación Ultracongelación -70°C 

a) Los aislamientos de Beauveria spp. fueron conservados en criotubos de 2ml. 

b) Se colocaron 3 discos de 5mm en cada tubo, con glicerol doblemente 

autoclavado. 

c) Ubicamos en el congelador a -70°C en una gradilla en posición vertical. 

d) Al transcurrir los 30 días de conservación, pasamos a un refrigerador a 4°C para 

reducir la temperatura de los tubos. 

e) Finalmente colocamos los tubos en temperatura 27°C para estabilizar las cepas 

y poder realizar los aislamientos. 

f) Con los aislamientos del método de conservación reaislamos para realizar los 

análisis estadísticos correspondientes. 

Método de conservación Agua Destilada Estéril 

a) Como primer paso colocamos 1,3ml de agua destilada esterilizada en 10 tubos 



  

 

 

eppendorf. 

b) Luego tomamos las cepas puras de beauveria spp. y con puntas de 1mm de 

diámetro realizamos varios cortes circulares en la caja Petri para colocar 3 

bloques de la cepa por cada tubo. 

c) En cada tubo colocamos 3 bloques de cepa quedando totalmente sumergidas en 

el agua destilada esterilizada. 

d) Posteriormente las llevamos a refrigeración a -2°c para su conservación. 

e) Los análisis de las muestras almacenadas verificaran si el método es apto para la 

conservación de cepas. 

Anexo No.2. Aislamientos de Beauveria spp. conservadas en el Laboratorio de Microbiología 

de la Facultad CAREN. 

    

 

Anexo No.3. Materiales para realizar la investigación  



  

 

 

   

                                                       

Anexo No.4. Reaislamientos de Beauveria spp.  

   

   

Anexo No.5. Métodos de conservacion de Beauveria spp.  



  

 

 

     

    

   

    

     

Anexo No.6. Resultados obtenidos de la investigacion  



  

 

 

   

   

   

   

   

Anexo No.7. Aval del Traductor 
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