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Resumen

Un elemento esencial en la investigacion con microorganismos fitopatégenos es su conservacion y uso segu-
ro. Desde este punto de vista, en este estudio se evaluaron métodos de conservacién de hongos que atacan
el flame, empleando como factores de respuesta el potencial de viabilidad, y la estabilidad y presencia o au-
sencia de cambios en las caracteristicas macro y microscopicas. Como resultado del trabajo se proponen los
métodos mas adecuados para los géneros Colletotrichum y Fusarium, hongos causantes de las mayores pérdidas
en las plantaciones de flame en la Costa Caribe colombiana. Las cepas utilizadas en este estudio provienen
de las colecciones de la Universidad de Sucre, del Instituto de Biotecnologfa de la Universidad Nacional de
Colombia (IBUN) y de una donacién de la doctora Lucifa Afanador de la Universidad Nacional, Sede Mede-
llin. Estas fueron sometidas a diferentes métodos de conservacion, entre ellos criopreservacion, liofilizacion
y cultivo periédico con vy sin aceite mineral. Los resultados obtenidos permitieron elegir la criopreservacion
como el método mas eficiente para la conservacion de la coleccion, y el cultivo peridédico con aceite mineral
como método alternativo y complementario. Estos minimizan el riesgo de pérdida del material biol6gico y
brindan condiciones de manejo que conservan las caracteristicas biologicas bajo estudio desde campos como
la microbiologfa, la bioquimica y la biologia molecular, entre otros.
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Abstract

An essential element in phytopathogenic microorganism research is their preservation and safe use. The pur-
pose of this study was to evaluate methods for preserving fungi producing diseases in yam, using potential
viability, stability and the presence or absence of macro- and microscopic characteristic changes as response
factors. More suitable methods for Colletotrichum and Fusarium genera were proposed as a result of the work;
these are fungi causing the greatest losses in yam plantations on the Colombian Caribbean Coast. The strains
used in this study came from collections kept at the University of Sucre and the Universidad Nacional de
Colombia’s Institute of Biotechnology IBUN) in Bogota and a donation from Dr Lucia Afanador from the
Universidad Nacional in Medellin. These strains were subjected to different preservation methods, including
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cryopreservation, lyophilisation and periodic culture with and without mineral oil. The results led to choosing

cryopreservation as the most efficient method for preserving the collection and the periodic culture with

mineral oil as an alternative and complementary method. These minimised the risk of biological material loss

and provided handling conditions conserving the biological characteristics of the fungi being studied from

the fields of microbiology, biochemistry and molecular biology.

Key words: cryopreservation, lyophilisation, periodic culture, Colletotrichun: sp., Fusarinm sp.
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Introduccién

La investigaciéon sobre microorganis-
mos requiere conservar y almacenar el mate-
rial microbiano de interés puro y debidamente
identificado, para garantizar la idoneidad y re-
producibilidad en la experimentacién, por esto
es necesario contar con métodos de conserva-
cion ex situ.

Entre los problemas fitosanitarios pre-
sentes en el cultivo de flame, actualmente se
destacan las enfermedades de origen fungico,
principalmente la antracnosis producida por
hongos del género Colletotrichum, esta patologia
registra un alto indice de dafio agronémico-
econémico, que puede alcanzar un 100% de
pérdida en la produccion. Por otro lado, se re-
portan otros agentes fungicos de importancia
que atacan el cultivo de fiame, este es el caso de
Fusarium causante de marchitez descendente, y
responsable de la muerte por necrosamiento
de la planta (Guzman y Buitrago, 2000). Los
estudios que se adelantan con los hongos Co-
letotrichum sp. y Fusarium sp., como principales
causantes de enfermedades en los cultivos de
fiame, van desde el establecimiento de medios
de crecimiento (Cerén ef al., 2006) y la caracte-
rizacion molecular, hasta la determinacion de
las condiciones agroecolégicas que propician la
prevalencia de la enfermedad. Estos estudios
requieren el mantenimiento de aislados y cepas
en condiciones que limiten cambios morfol6gi-
cos y fisiologicos, para esto se debe contar con
métodos de conservacion debidamente valida-
dos en relacién con las actividades biologicas

en estudio. En esta investigacion se evaldan el
potencial de viabilidad, la estabilidad y la pre-
sencia de cambios en estructuras macro y mi-
croscopicas, de los aislados de Colletotrichum sp.
y Fusarium sp., provenientes de la Universidad
de Sucre, el IBUN y de la Universidad Nacional,
Sede Medellin. Los métodos de conservacion
estudiados fueron la criopreservacion, la liofi-
lizacién y el cultivo periddico con y sin aceite
mineral. La necesidad de mantener estable el
material biol6gico de los microorganismos du-
rante la investigacién, requiere tener en cuenta
factores como la alteracion de las condiciones
de crecimiento y supervivencia que a su vez
pueden inducir cambios morfologicos, varia-
cién en los componentes celulares, presencia
de mutaciones espontaneas y disminucion de la
virulencia (Becerra et al., 2006), minimizar estos
efectos es la consideracion para la seleccion del
método de conservacion, adicional a factores
como el costo del servicio, la cantidad del cul-
tivo requerida y la frecuencia de uso (Nakasone
et al., 2004).

El manejo de microorganismos contem-
pla métodos de eleccién o de conservacién a
largo plazo, con los que se paraliza el creci-
miento de las células microbianas sin causar
pérdida de viabilidad. Asi, se avala la estabilidad
genética al limitar la aparicion de generaciones
sucesivas y la actividad celular durante varios
afios. Los métodos de conservacion pertene-
cientes a este grupo incluyen: criopreservacion
y liofilizacion.
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La criopreservacion es un método muy
conocido y utilizado en la actualidad. Su princi-
pio radica en que toda célula, tejido u organis-
mo sometido a bajas temperaturas disminuye
sus funciones vitales permaneciendo en estado
de dormancia por periodos prolongados, es
decir, sus actividades metabdlicas estan supri-
midas (Pasarellt y McGinnis, 1992; Rico ez 4/,
2004). La liofilizacion es el método mas utiliza-
do para la conservacién de microorganismos
por las colecciones internacionales de cultivos.
Se basa en paralizar el metabolismo por deshi-
dratacién celular sometiendo la muestra a con-
gelacién y sublimacion. La disminucion en el
contenido de humedad residual da lugar a un
material compacto que se disuelve posterior-
mente con facilidad. Este es un método muy
recomendable por su comodidad para el alma-
cenamiento y para el envio de las cepas, pues
una vez conseguidos, los liéfilos pueden alma-
cenarse a temperatura ambiente, con lo cual su
envio se facilita (Fisher e al, 1982; Singh e al.,
2004; Estrada y Vélez, 20006).

Sin embargo, estos dos métodos de con-
servacion a largo plazo presentan limitaciones
debido a la formacién de cristales de hielo que
pueden romper las células y, a su vez, causar
efectos negativos al microorganismo en la eta-
pa de reactivacién, por esto se emplean agentes
protectores tales como glicerol, dimetilsulfoxi-
do, acido glutamico, glucosa, sacarosa, meso
inositol, lactosa, suero, peptona y leche des-
cremada, que impiden la accién destructiva del
congelamiento sobre las células, es decir, pro-
tegen de la formacion de cristales de hielo dis-
minuyendo su efecto adverso (Sanchez-Leal y
Corrales-Ramirez, 2005). Estos crioprotectores
se utilizan dependiendo del tipo de microorga-
nismo que se va a conservar, el mas convenien-
te para criopreservar estructuras fungicas es
el glicerol, y el mas favorable para liofilizarlas
es la leche descremada (Dahmen e al, 1983;
Crespo et al., 2000; Garcia-Lopez y Uruburu-
Fernandez, 2000; Rico ez al., 2004; Estrada y
Vélez, 2000).

En este proceso juega un papel fun-
damental la estructura multifuncional de la

membrana celular, que permite llevar a cabo
procesos metabolicos esenciales para la preset-
vacion de la viabilidad, razén por la cual en los
procesos de congelacién, pese a que la célula
es sometida a cambios biofisicos y quimicos
del ambiente, logra adaptarse; una hipétesis de
lo que sucede en este proceso esta relacionada
directamente con el transporte pasivo que la
célula hace con el agua, donde la no utilizacion
de protectores llevarfa a la salida de agua del
interior de la célula para compensar el aumento
de las concentraciones de soluto en el exterior
como consecuencia de la formacién de nucleos
de hielo. Esta viscosidad esta dada por el au-
mento en la concentracién de sales en el cito-
plasma, lo cual se explica por la salida de agua
intracelular para compensar la congelacion del
agua extracelular, y los efectos que ello produce
en la estructura de la membrana por los cam-
bios de presién osmética. Este fenémeno pue-
de llegar a un punto donde la concentracién de
sales es tan alta que propicia la formacion de
precipitados (Avila-Portillo ez al, 2006). Simul-
taneamente a este proceso, si el enfriamiento es
rapido se promueve la formacion de cristales
de hielo, por tal motivo la congelacién debe ser
gradual para alcanzar altas viabilidades.

Los métodos alternativos son utilizados
cuando no se pueden emplear los métodos de
eleccién, bien por carecer de los equipos ne-
cesarios, o bien porque las cepas microbianas
no resisten los tratamientos de conservacion
por estos métodos. El cultivo periddico es un
método tradicional en el que se repica periddi-
camente el microorganismo a un medio de cul-
tivo fresco (Sanchez-Leal y Corrales-Ramirez,
2005). Consiste en propotcionar las condicio-
nes adecuadas en cuanto al medio de cultivo,
temperatura de incubacién y almacenamiento
para el 6ptimo desarrollo del microorganismo.
El proceso se repite en intervalos que garan-
ticen la obtencién de un cultivo fresco antes
de la pérdida del cultivo predecesor. Un com-
plemento para este método es atenuar el meta-
bolismo de los microorganismos adicionando
aceite mineral para disminuir la velocidad de
transferencia de oxigeno, adicionalmente, el
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almacenamiento a 4 °C favorece la estabilidad
y minimiza la frecuencia de resiembra (Panizo
et al., 2005; Santos ¢ al., 2005; Bezerra et al.,
2000).

El objetivo de este estudio es evaluar para-
metros que permitan seleccionar dos métodos
de conservacion que mantengan en lo posible
las caracterfsticas originales de diferentes ais-
lados de hongos de los géneros Colletotrichum
y Fusarinm, indispensables para estudios de ca-
ractetizacion molecular y diversidad genética de
fitopatégenos en fiame. Los resultados de este
trabajo son soporte para crear y conservar una
coleccion utilizando simultaneamente dos méto-
dos que la haran mas segura. De tal forma que, si
condiciones externas afectan la estabilidad de al-
guno de los métodos utilizados, habra otro bajo
distintas condiciones que evite la pérdida de la
colecciéon conservada, asegurando la pureza y
homogeneidad del cultivo, manteniendo la via-
bilidad celular y la estabilidad genética de la cepa
durante el tiempo de conservacion (Fisher e al.,
1982; Ferniandez-Andreu e al., 2005; Henao er
al., 20006; Parra-Huertas ez al., 2000).

Materiales y métodos

En este trabajo se emplearon 4 aislados
provenientes de la Universidad de Sucre, el
IBUN vy la Universidad Nacional, Sede Mede-
llin, estos fueron: Colletotrichum gloeosporivides
(UDS 73, Cg 222, Cg 223, Cg 225), 1 de la espe-
cie Colletotrichum acutatum (C. Acutat) y 5 aisla-
dos (UDS 41, UDS 44, UDS 50, UDS 51 y UDS
53) identificados en el IBUN como Fusarium sp.
Los aislados se sometieron a cuatro métodos
de conservacién: criopreservacion, liofiliza-
cion, y método alternativo de cultivo periédico
con y sin aceite mineral. Todos los procedi-
mientos para evaluar la eficacia de los métodos
de conservacién se realizaron por duplicado y
en camara de flujo laminar, para garantizar la
esterilidad y ausencia de contaminantes.

Para la criopreservacién se dispensé 1
mlL de solucién estéril (121 °C, 20 min) cuya
composicién v/v fue glicerol al 10% y agua

destilada, en viales de polipropileno estériles.
Las esporas de los hongos, obtenidas por cre-
cimiento en medio Papa Dextrosa Agar (PDA),
se suspendieron en la solucion estéril, a conti-
nuacion se sometio la solucién a un proceso de
congelacién gradual y se almacend a una tem-
peratura de -80 °C. Para evaluar la conserva-
cién de los microorganismos se descongeld el
vial mediante el calentamiento de la suspension
en bafio Marfa a 37 °C durante 15 min, y se
procedié a sembrar en medio PDA.

El proceso de liofilizacion (Labconco
Free Zone 2,5, temperatura constante de 50
°C y presion de 0,5 bares) emplea frascos de
vidrio en los que se dispensaron 5 mL de una
solucién estéril (121 °C, 10 min) p/v de leche
descremada al 10% y agua destilada, en ésta
solucién se suspendieron esporas obtenidas de
crecimientos en medio PDA y se congelaron a
una temperatura de -80 °C durante 48 horas.

Para el subcultivo periédico con y sin
aceite mineral se preparé medio PDA, se es-
terilizé y sirvid en cajas de Petri estériles. Los
medios previamente elaborados se sometieron
a prueba de esterilidad por 12 horas en oscuri-
dad, y después de verificar la ausencia de con-
taminacion se realizaron los repiques con asa
recta previamente flameada. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado. En el almacena-
miento se utilizaron 2 temperaturas: 4 °C con
adicién de una capa de aceite mineral, y 25 °C
sin adicién de la capa de aceite (Panizo ef al.,
2005). Estas siembras se renovaron periodica-
mente dependiendo de las caracteristicas del
medio de cultivo (deshidratacion).

Transcurridos cinco meses del manteni-
miento de los aislados por los cuatro métodos
de conservacion, se procedié a recuperar en
medio PDA los aislados utilizados en el es-
tudio y se cultivaron por 15 dias a 25 °C. La
viabilidad se expresé en porcentaje de aislados
de los géneros Colletotrichum sp. y Fusarium sp.
recuperados de los métodos de conservacion
evaluados.
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En cada método se evalué el ciclo de de-
sarrollo y las caracteristicas macro y micros-
copicas. Para la observacion microscopica se
empled la téenica de microcultivo, la cual con-
siste en tomar un trozo de medio PDA (de 5
mm de didmetro) con micelio de hongo y de-
positatlo sobre la superficie de un medio de
cultivo fresco, a cada fragmento se le coloca
asépticamente un cubreobjetos estéril en su
parte superior, de manera que haga contacto
con el micelio; ocho dfas después, cada cubre-
objeto se saca de la capsula de Petri y se coloca
sobre un portaobjeto que contiene una gota de
azul de lactofenol. Se procedié a observar en
un microscopio de luz las estructuras vegetati-
vas de los aislados fungicos procedentes de los
diferentes métodos de conservacion utilizados,
detectando los cambios significativos en los
aislados conservados. Estos resultados fueron
comparados con claves taxonémicas interna-
cionales (Barnett y Hunter, 1998).

Para la evaluacion de la estabilidad de los
aislados sometidos a conservacién por los mé-
todos a largo plazo se realizo la recuperacion y
el seguimiento mensual de los aislados conset-
vados. Se tomé un inéculo del material liofiliza-
do y criopreservado con asa estéril, se sembro
en tubos de vidrio con medio PDA inclinado,
después de 15 dias de crecimiento de las nue-
vas colonias se procedié a agregar a los tubos
1 mL de agua estéril, agitindolos en vortex du-
rante 1 min. Por dltimo, se tomaron 10 pl. de la
suspension para realizar el conteo mensual de
conidias en camara de Neubauer. Para compa-

racién entre métodos alternativos se estimo la
velocidad de crecimiento, después de 15 dias de
desarrollo de las colonias.

Resultados y discusién

El porcentaje de recuperacion obtenido
arrojé inferencias acerca de la tasa de viabilidad
expresada en cada método de conservacion (ta-
bla 1). La menor viabilidad (50%) se presenté en
el medio PDA, ya que las repetidas transferencias
necesarias para su ejecucion provocaron altos in-
dices de contaminacion bactetiana, y en algunos
casos de 4acaros. La liofilizacién presentd dos
casos de contaminacién, posiblemente por el
numero y tipo de manipulaciones que requiere,
adicionalmente, se evidenci6 un caso de muerte
celular. La criopreservacion y el cultivo periddi-
co en medio PDA con aceite mineral fueron los
métodos con mayor porcentaje de viabilidad.
La pérdida de 10% de los aislados conservados
en estos dos métodos se debi6 a muerte celular.
En criopreservacion se debié probablemente a
los efectos contraproducentes del proceso de
congelacién, que aunque se minimizaron noto-
riamente con la adicién del crioprotector, no se
evitaron en su totalidad (Sanchez-Leal y Corra-
les-Ramitez, 2005; Avila-Portillo e 4., 20006), y
en el caso de cultivo con aceite mineral, la re-
duccion en la disponibilidad de oxigeno para las
células pudo provocar un descenso en las activi-
dades metabdlicas, coincidiendo con los resulta-
dos reportados por Nakasone ¢ a/. (2004).

Tabla 1. Viabilidad evaluada de acuerdo con la recuperacion de los aislados de Colletotrichum sp. y
Fusarium sp. sometidos a diferentes métodos de conservacion

Viabilidad (% de colonias recuperadas)
Métodos De Conservacion
Género - 5 - Cultivo Periodico
Criopreservacion Liofilizacion T /i\::i(::) ;:?;:r;
Colletotrichum sp. 100 60 40 80
Fusarium sp. 80 80 60 100
Total 90 70 50 90
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Tras cinco meses, y después de recupera-
dos los aislados en medio PDA y comparados
los crecimientos macro y microscopicamente,
en el caso del cultivo periédico se evidenciaron
marcadas diferencias en la coloraciéon de las co-
lonias, notdndose tonalidades mas oscuras en
comparacién con los aislados originales (figura
1). Los demis aislados recuperados de materia-
les criopreservados, liofilizados o conservados
en aceite mineral mantuvieron las caracteristi-
cas macroscopicas originales. La identificacion
microscopica realizada por observacion de las
estructuras vegetativas en los respectivos mi-
crocultivos (Trujillo ¢# al, 2004), y la compa-
racién con claves taxondmicas internacionales

(Barnett y Hunter, 1998), indicaron ausencia de
cambios significativos entre aislados conserva-
dos por los diferentes métodos probados.

Cambios tan drasticos en el aspecto ma-
croscopico de las colonias como los observa-
dos en las cepas UDS 51 y Cg 225 (figura 1),
muestran que en el cultivo periédico se puede
presentar una actividad celular que induce a una
alternancia de generaciones de tal manera que,
después de cierto tiempo, las células conserva-
das seran descendientes lejanos de las iniciales
(Garcia-Lépez y Uruburu-Fernandez, 2000).
Esto permitirfa inferir la presencia de inesta-
bilidad genética en estos hongos cuando se

Comparacion entre cepas originales y cepas conservadas

Cepas Cepa original

Cultivo periédico

UDS 51

Cg 225

B1

B2

Figura 1. Comparacion entre cepas originales (A1 y B1) y cepas conservadas (A2 y B2),

durante 5 meses en cultivo periédico sin aceite mineral.
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conservan por cultivo periddico, este supuesto
debe ser demostrado con la ejecuciéon de prue-
bas que evalien la capacidad funcional, la viru-
lencia y la actividad bioquimica de los aislados
en estudio sometidos a diferentes métodos de
conservacion (Bezerra ez al., 2000).

El seguimiento diario de los aislados re-
cuperados a partir de los cuatro métodos de
conservacion permitié observar cambios en
la velocidad de crecimiento y el aspecto de las
colonias, estas caracteristicas lograron definir
el ciclo de desarrollo de los aislados conserva-
dos y diferenciar su comportamiento segun el
método de conservaciéon empleado (tabla 2).
El cultivo peridédico mostré el desarrollo mas
acelerado, presentando el inicio de la fase de
declinacion a los 20 dias y el consumo total de
nutrientes con muerte celular a los 32 dfas de
conservacion. En el caso de criopreservacion,
liofilizacién y cultivo con aceite mineral, la fase
de adaptacién requirié un dia mas, lo que pudo
deberse a la necesidad de ajuste de las células
a las nuevas condiciones medioambientales.
Por ultimo, en el cultivo con aceite mineral se
prolong6 la fase exponencial, probablemente
por la baja disponibilidad de oxigeno para las
células, que conservaron remanentes de aceite
mineral en su membrana, y al ser sembradas en
los nuevos medios expresaron sus efectos.

La comparacién a los 15 dfas de los mé-
todos alternativos (cultivo periédico con y sin
aceite mineral) indicé una tasa de crecimiento

mas lenta para los aislados cubiertos con aceite
mineral y almacenados a 4 °C, en contraste con
los aislados almacenados a 25 °C sin adicion de
aceite (figura 2). Estos resultados concuerdan
con otros estudios (Moraes-Borba y Rodrigues,
2000; Bezerra et al., 2006; Panizo et al., 2000),
en los que se minimizaron los efectos contra-
producentes del cultivo periddico, al hacer mas
lento el metabolismo de los microorganismos
con el almacenamiento a 4 °Cy el recubrimien-
to con aceite mineral, que limita el consumo
de oxigeno por parte de la célula, provocando
un descenso en sus actividades metabdlicas y
en la tasa de crecimiento, consecuentemente
lograndose asi un incremento en el tiempo de
almacenamiento. Rico ez a/. (2004) reportan que
este método de supresion de la evaporacion del
agua contenida en el medio de cultivo impide
el incremento de presién osmoética por concen-
tracion de solutos y evita la produccion de alte-
raciones importantes en el cultivo.

La comparacién del conteo inicial y men-
sual de conidias durante el proceso de conser-
vacién (figura 3) muestra una tendencia a la
disminucién en el nimero de conidias de las
cepas UDS 51 en criopreservacion y UDS 50 en
liofilizacién. En general se encontrd un conteo
constante de conidias que comprobo la estabi-
lidad cuantitativa de los métodos de criopreser-
vacion y liofilizaciéon para la conservacion de
aislados fungicos de los géneros Colletotrichum
y Fusarium por largos periodos de tiempo. Es-
tos métodos, que detienen el crecimiento de

Tabla 2. Evaluacion diaria de los cambios en el crecimiento de las colonias
en los diferentes métodos de conservacion

Ciclo de desarrolllo (Dras)
Métodos de conservacion
Fase . 5 - Cultivo periodico

Criopreservacion | Liofilizacion Medio PDA Me-dio P!)A +
Aceite mineral

De adaptacion 1-2 1-2 1 1-2

Logaritmica 3-18 3-18 2-12 3-20

Estacionaria 19-32 19-32 12-20 21-34

De declinacion 33-50 33-50 21-32 35-54
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Comparacion de métodos alternativos

Cepas Cultivo - aceite mineral

Cultivo + aceite mineral

UDS 41

C. Acutat

7.5cm

1.5cm

Figura 2. Comparacion de la velocidad de crecimiento (expresada en cm de didmetro)
en los métodos alternativos utilizados, después de 15 dias de conservacion.

las células manteniéndolas estables, se presume
evitan la aparicién de generaciones sucesivas,
garantizando mayor estabilidad genética (Fer-
nandez-Andreu ¢ al., 2005). La alta estabilidad
evidenciada en los métodos de conservacién a
largo plazo supone una actividad eficiente de
los criopreservantes glicerol y leche descrema-
da utilizados para criopreservacion y liofilizacion
respectivamente. Una de las hipotesis en las cua-
les se basa el efecto criopreservante afirma que
las caracteristicas fisico-quimicas de estas sustan-
cias les confieren afinidad por el agua molecular,
y de esa forma atrapan la molécula de agua en su
interior, lo que impide que el agua forme cris-
tales geométricos ordenados; en consecuencia,
la solidificacién del medio se establece con una
distribucién molecular desordenada del agua y
la sustancia toma el caricter de sustancia vitrea
protectora (Avila-Portillo e# al., 2006).

La ejecucion del cultivo periddico fue
simple pero altamente riesgosa por el incre-
mento en la posibilidad de contaminacion y
la produccién de cambios significativos en las
caracteristicas primarias de los aislados; adicio-
nalmente, este método promovié un rapido
envejecimiento que ocasioné la necesidad de
resiembra como minimo cada 3 semanas, esta
frecuencia aument6 los gastos en materiales
para su aplicacién. La liofilizacién, por su lado,
se catalogd como un método de conservacion
a largo plazo con buena estabilidad e invariabi-
lidad, aceptable viabilidad y altos costos por su
compleja ejecucion. Por dltimo, los métodos de
criopreservacion y cultivo periédico con acei-
te mineral fueron los mas rentables y menos
laboriosos para nuestro laboratorio, y adicio-
nalmente permiten mantener la viabilidad, es-
tabilidad e invariabilidad de las caracterfsticas
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Figura 3. Conteo (n x 10° conidias x ml) mensual de conidias en cimara de Neubauer.
A) Criopreservacion. B) Liofilizacion.

macroscopicas originales de las cepas preserva-
das. Resultados similares han sido descritos en
diferentes especies de hongos conservados por
criopreservacion y cultivo periédico (Pasarellt y
McGinnis, 1992; Kitamoto e al., 2002; Moraes-
Borba y Rodrigues, 2000; Bezerra ez al., 2000;
Panizo et al., 2000).

Sin embargo, segun Parra-Huertas ez al.
(2000) y Rico et al. (2004) todo método valido
no es absolutamente perfecto, refleja un equi-
librio donde las ventajas superan a las desven-
tajas, pero donde los mismos mecanismos que
producen los efectos favorables, no pueden
evitar ocasionar daflos colaterales no deseados.
Por tanto, se hace indispensable por seguridad
elegir varios métodos de conservacién que
conjuntamente permitan mantener el material
biolégico de interés, reduciendo la posibilidad
de pérdida total de los caracteres propios del
microorganismo, ya sea por pérdida de la viabi-
lidad, cambios en las condiciones de almacena-
miento, disefio de experimentos o presencia de
contaminacion.

Conclusiones

La evaluaciéon de parimetros como po-
tencial de viabilidad, estabilidad y presencia de
cambios en estructuras macro y microscopicas
de los aislados de Colletotrichum sp. y Fusarium
sp., establecidos para verificar la eficiencia en
diferentes métodos de conservacion, permitio

seleccionar la criopreservacion como método
a largo plazo, y el cultivo periédico con aceite
mineral como método alternativo para satisfa-
cer requerimientos de cultivos en plazos cortos.
Estos métodos proveen una adecuada conser-
vacion de cepas de Colletotrichum sp. 'y Fusarinm
sp., cuando se utilizan cultivos para estudios de
caracterizaciéon molecular y diversidad gené-
tica. Asi mismo, comparten caracteristicas de
eleccion esenciales como alta viabilidad, buena
estabilidad y menor riesgo de contaminacion;
ademas, son métodos de facil ejecucion a bajo
costo.

Se seleccionaron dos procedimientos ya
que en investigacion se debe minimizar el ries-
go de pérdida total del material biolégico. Con
estas metodologias se establecié una coleccién
con diferentes especies de hongos de los géne-
ros Colletotrichum y Fusarium, principales agen-
tes causantes de enfermedades en las plantas de
fiame de la Costa Caribe colombiana. La colec-
cion se conservé por medio de la criopreserva-
cion, complementada con el método de cultivo
periédico con aceite mineral.

Como recomendacion, se hace necesaria
la complementacion de este estudio con téc-
nicas moleculares que permitiran verificar la
adecuada capacidad funcional y actividad bio-
quimica del material biolégico conservado por
largos periodos de tiempo, permitiendo una
evaluacién mas profunda de los diferentes mé-
todos de conservacién utilizados, y por ende
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facilitando la eleccién del mas apto (Mendoza
et al., 2005; Trujillo et al, 2005; Henao ez al.,
2006).
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