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1. INTBODUCCION.

Los hongos son uno 4e los grupos de seres vivos ads ampliamen-
te distribuidos en la naturaleza; se encuentran en una gran varie
dad de habitats: suelo, agua, aire, materia orgénica en descomvo-
sicién, cov parisitos de ovlantas, animales v hoabre, etc, Aotusl
uente ge eonoe.cn alrededor de 0 000 esvecies clasificadass.

Por ello ez de gran 1aportancia el emvleo de cultivos de hongos
o buenas condiciones vara el estudic o investizacién de diversas
snfernsdades uicéticas que arectan al hosbre, animales vy plantas
para poder efectuar su diagnéstico v adiministrar un tratastiento -
adecusdo. se{ wiseo, son lsportantes en estuldios comparativos y -
tazoodeicos de nuevos alslamientos efectundos a partir de swelos,
pPlantas, productos alimenticios fermentedos o en descomposiciém,
eto, Iandidn es Indispensable el uso de cepas de hongos en estado
aotivo o0 viabie para ia croduccidém de compusstos industrialmeante
importantes cow son antibiéticos, #cidos orginicos, enzimas, vi-
tamines, para la transforwscién de esteroides, orevaraciém de al}
ssutos ferwsntados, etc. .

lara vrovdeitos de ensefianra en la Paculted de Quimioa, e las
materias de Microblologia General, Nicologia y Nicrobiologia Par-
macéutica, se¢ requieren de cultivos de hongos viables y estabies
SArs QUS &i alumnd se famlliarice con leé difsrsntsa provledades
4wt $alos presenten, y de esis maners vueas reconocer iss carscis
ristices morfoligicas indispensadics para su identificeciém, asf
oom0 sus caracteristicas fisioifgicas y activided bloquisica,



la realizacién de pricticas en Microdiclegis Industrial, dicsinte
sis Niocrobiana de Aplicacién Industrial, loxicologfa, PFisiologia
y Bloqufmica de Microorzaniswos, Ferwentaciones Industriales y fn
zimologfa se reguieren cevas de hongos viables vara la obtencida
de sntibidticos, vitaminas, enzimas, écidos orsinicos, sicotoxines,
orevaracifn de aliwentos, eotc,

Aara satisfacer la necesidsd de cultivos féngiocos, adecusdos pa
ra la enseflanza on la Faculted de Quiuica, ¥y como referencia para

nuevos aislasientos, es esencial comservar cevas suténticas de hom
808 mediante técnicas de preservacilén que aseguren la viabilidsd,
vurezs, patogenicldad v, en general, la estadilided sorfolégica,
fislolégica y bioqufwnica de los hongos.

2xisten diversas técnicas vara preservar cultivos de hongos, ea
tre ellas ss encuentran las siguientes: liofilizacién, congelamien
to intemso, congelamiento a tesperaturas ultra bajas (en nitrégeme
1f{quido), transferencia veriSdica, disversién de esporss en suele
sstéril, in i6a del cultivo con aceite mineral estéril y alma
ocenmmiento en agua destilade estéril.

Ds $stas técnicas, la transferencia o subcultive periédice es
1a que 52 euplea actwmmlesnte en la Pacultad de Qufsica, pero we e
wa téonica apropieda puss resulta tedioss por el de tieg
PO qUe S¢ requiere pars su ejecucifn, costosa vor ¢l uso comstam-
te de m0dics de cultivo y pusde oroducir el deteriore o wariasife
4 1las cepas vor las tramsferencis continus ¥ ¢l mentanisients de




los cultivos en estado active.

Con excepcién de las tres @ltimas técnicas nencionadas, las ds
wis requisren ds cguipe costosc y de personal sdiestrado en su ma
nejo, que dedique & su ejecucidn bastante tiewno.

De acuerdo a las investigaciones bibliogrificas efectundas y &
1a disponibilidad de material con que cuenta la Fecultad, una téc
nica de preservacifn adecusda pars santener cultivos de hongos a
largo plazo. en un estado latents sin que plerdan ninguna de sus
carecter{sticas morfoléficas, fistolégicas y bioqufmicas vodria -
ser la conserveciln en agus destilada estéril.

te trabajo comsiste en montar v splicar esta técnica de con-
servacién pars de los hongos existemtes en la Coleccidn de
Cepas de la Pacultad de Qufsice ¥y en evaluar los resultados que se

obtengan de 1a conservacifn, asf como, la utilided que pregemts -
ssta técnica vars el Csvario.

i
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2. L]

Para conservar cultivos de hongos es necesario contar con cepas
puras que estén perfectsmente clasificedas, es decir, gque medisnte
sus carscterfsticas sorfolégicas se identifiquen género, famtlia,
orden y clase a la que el hongo pertenece, y de ser posible, su es
pecie. L3 necesario conocer sus vrooledades fisiolégicas para de-
tersinar las condiciones de cultivo anroviadas y obtener resulte-

dos Sptimos de crecintento féngico, que tazbién nos aywisn s la -
clasificacién de los hongos.

2,1 .

A continwaciln se describen las caracterfsticas morfoldg}
cas en las que se btmsa la identificacidn de los hongos.

gstos zicroorganismos estén constituidos vor estructuras
filawentosas de formm tutular llsssdas FIFAS ¥ a su conjunte
se le denouine NICELIO. Hay dos clases de micelio, segfn su
funcidn: el micelio que vemetra al sustrato y absorbe los nm
trientes necesarios para el creciumiento del hongo s¢ llama -
BRICZLIC VsGETATIVO o 30MATICO: ¥ ¢l que se proyecta por ency
ma de 1s swerficle del sustrato se conooe como MICELIO AZRA0
© RZFRODUCTOR, y s¢ encargs de la forwscifn de las esporas -
que actfan como estructuras de provageciéa o reprodwocidm. sl

de hifas especializedes que sostienen & las esporas se

1leman .

R mieello vusde seor: SZPTADO o CENOCITICO.




El mioelio septado o tabloado (fig. 2.1,A) se caracteriza
por presentar paredes transversales que dividen a la hifa a
intervalos regulares; estos tabiques presentan un poro oéNe-
tral que peraite la circulacién de las corrientes citoplasad
ticas & 1o largo de 1la hifa.

El micello cenocftico o aseptado (fig. 2.1,B) no presents
tabicaciones y permite que ol citoplasms fluys litremente a
través de la hifa.

De acuerdo con su difmetro el micelio puede ser MACROSIFO
NADO (fig. 2.1,A,B) cuando mide mfs de una miore (por lo gene

ral de 5.6 micras) o NICROSIFOHADO cuando mide menos de una
sicra {(fig. 2.1,C).

FIG. 2.1 TIPOS DE MNICELIO.




FIG. 2.1 TIPOS DE MNICRLIO.
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iss estructuras de reoroduccidén son las esporas, gus puedem
ser 34XUALZS o ASZAUALES v que se foraan solo cumndo el micelio
vegetativo ha alcanzado clerto tamsilo y grado de desarrollo.

dxisten cuatro tivos de esvoras sexuales que resultan de fe
néeence de fecundacions

- OGosvoras

- Zigosporas

= Ascosporas

- Zasidiosvoras.

Las esporas asexuales que son las afs frecuentes, no depem-
den pars su formacién de fendmenos sexuales, sino gue sou &l -
resultado de la transformcién del micelio. Se conooen tres ti
vos d¢ esvoras asexumles:

- Talospores
- aSperenglosporas
- Comidiosporas,
las telospores se deriwem directamente del micelio y cep
srenien los siguientes tipes:
- dlastosporas
- Artrosporas
- Clamidosporas
- detiospores (ref, 21).
Ias blastosporas se¢ formn vor gemacila s martir -
de waa cflula srogenitora. dstas esporas produwsen




pseudonicelio por la formscién de trotes o yemas alar
gadas que no se desprenden de las células progenito-
ras (fig. 2.2, A).

ias artrosvoras se producen vor la fragmentaciéa
del aicelio, tienen forma rectangular y pared gruess
(fig. 2.2,8).

las clamidosporas se forwan nor engrosaaiento y -
condensacién de la hifa. Cusndo se¢ forwan en el tra-
yecto de 1a hifa se¢ les llama CLAMIDOSPORAS INTEACA-
LARES: s1 se forman en el extremc de la hife se demo
minan CLAMIDOSPORAS NALES: ¥ cuando se origiman
a los lados de la hifa se conocen como CLANIDOSPORAS
LATSRALCS (fig. 2.2,C). Son esporas inactivas de pa-
red gruesa que producen la mayorfa de los hongos -
cuando las condiciones antiemtales son desfavorsbles.

las dictiosvoras son esporas multicelulares que -*
pusden countener ads de 50 céflulas y se desarrollan en
forms laminer, Cuanio las células en lugar de eplamar
se forman wa wasa sés o wnos globular, oon tabiques

transversales y longitwiimeles s¢ 1llasan NURIFORAZS
(ﬂM)-




A. Hlastosporas y peeulomicelio.
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C. Clamidospora intercalar,
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Las esporsnglosporas son esporas sndigenas que se¢ forman
dentro de estrusturas especializadas llamadas ESPORANGIOS,
1a hifa a partir de la cual se desarrolla el esporangio se
oonoce como BSPORANGIOFORO, Estas esporas quedan en liber-
tad al romperse la pared esporangial (fig. 2.3).

FIG. 2.3 ESPORAS ASEXUALES,
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las conidiosporas o oonidias se forman sobre wa hifa
especializada llassda CONIDIOFORO. ¥ que e¢ libersn o des-
prenden de¢ la misma tan proato como se desarrollam, K co-
nidiéforo sostiene directements & las esporas © por medio
de estructuras llamadas ESTEIIGHAS, Las oonidias wicelula
res y pequefias se llsmean NICBOCONIDIAS, y pueden ger eosfé-
ricas, elfptioas o en forma de pers (fig. 2.4,A). las con}
dias grandes y multioelulares se les denomina .
pusden dividirse en dos o mfs cflulas por tadiques trsnsvep
seles y adoptar forwa de huso o de maza; o puaden presentar
tablques trasversdles y longitudinaies (muriforwes), (fig.
2.%,8). Autores como Ulloa (ref. 16) y Conent (ref. 17) con
sidersn que estas esporas muriformaes son oonidias, pero se
Preficre la clasificacisn dads por Oscar Velasco (ref. 21)
qQue las o0olooa demtro del grupo de las talosporas (d10ti0g
poras).

FIG. 2.% ESPORAS ASEXUALSES.
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FIG. 2.4 ESPORAS ASEXUALRS,

- - N
R
&
v
e »
L .
-“‘;“_
-l -
o5y - oE

A. Con1diéforo, esterigmes y sontdias esféricas.
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A. Conidiéforos, esterigmas y conidias e {pticas.
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FIG. 2,4  ESPORAS ASEXUALBS.
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P1S10LOGIA.

Todos los hongos son heterétrofos y se nutren por absorcidn.
Jon aicroorganisios que crecen lentamente: requieren de una o
dos sesanas y en ocasiones hasta un nes de incutecida para pro
ducir un buen desarrollo. Son cosmopolitas, se encuentren em -
tods clase de habitats, co30o saoréritos, en simblosis o como -
parésitos,

Fara su crecimiento, los hongos ieben encontrar en ¢l sedio
de cultivo los nutrientes necesarios: une fueate de .itrégeno,
€020 la peptona; una fuente de carbono, om0 l1a glucoss o wal-
tosa, on uma concentracién de 2 a 4{. Los hongos crecen en ne-
dios con gran cantided de azficar, vya que son caveces de resis-
tir presiones osadticas elevadas. Ioleran y crecen em condicle
nes extremas de v (2-9), siendo el vH Sptimo pars su crecimien
to de 5,5, Algunos hongos requieren de vitasimas para favoreeer
su desarroile.

Amquwe necesitan de husedad pare su creclmiento y pusdem o
temer oi agus de la ateSsfera, as{ cowo del asdio de cultive,
Pusden sotrevivir en ambiemtes desfavorsbles sediante la forwp
cifn ds esporas resistentes. Jon ssrodios sstrictos y ia
ratura Sptisa de crecisiento es de 27-28%C.

CLASTFICACION.

ixisten divergenciss en 10 que oconcierne a la clasificeciéa
de los hengos. Su wdicecién en el Meino ¥ » oa la divisifn
Ialiopnyts, ba dedo lugar a nfltiples poléuicas cusste que mo
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vueden considerarse vegetales, va oue carecem del pigmento clo
rofila, y por tanto no son fotosintéticos: sdemds algunos hom-
xos tienen esvoras miviles (zoosvoras) por lo que podr{sn con-
fundirse con protozoariocs.

Debido a esto, Hasckel sugiris la creacifn de um tercer el
no, ¢l Protista, que incluye a los organismos uis slaples, un}
celulares, uicroscéoicos y de vida auténoms, ubicando a los -
hongos dentro de los Protistas Superiores o sucariotes, que son
aquellos organismos que poseen un niicleo verdadero. Becienteaen
te éhittaker (1969) ored un nuevo esquema de clasificaciln que
comprende un nuevo Beino: Fungi. Basa su clasificacin de miem
bros del Beino Fumfl en la presencia o susencia de wicelto, ti
po del miswo, carscter{sticas de las esvoras (temsfio, forma, oo
lor) v forws de revroduccidn. A continwacién se muestrs el es-
quema de ests clasificacién,

ReINO  FNIGI .
DIVISION EUNYCOTA.
Ssbdivisién: Phycouycotima
-Clase: Chytridiomyostes
Claess : Hyphochytridiomycetess

Clase: Oomyoetes
Clape:

Owden :
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Familia: Mucoraceae
Género: iz us
Clase: Trichomyocetes
Subdivisién: Deuteromycotine
Clase: Rastomycetes
Clase: Hyohomycetes
Orden: Noniliales
Pemilia: Noniliaceas
Gnercs: Aspergillus
Geotrichum
Pascilowyces

Penjcilline
Pamilia: Demstiscess

Géneroe: Altermaria

Helxinthogporium
Clase: Coelomycetes
Swbdivisidn: Ascemycotina
Clase: Hemisscomyocetes
Clase: Zuasoomyoetes
Clase: laboulbmmioaycetes

Clase: lLeculoascomycetes

Subdivisifa: dmsidiowyootime
Clase: Neterobasidionycetes
Clase: Nolotesidiowycstes

Clase: Acresicaycetes
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Clase: HMyxomycetes

Clase: Plasmodiovhorowycetes

' Ia divisién NYXOMYCOTA incluye a los hongoe mucilaginosos
celulares, sucilazinosos nlassodiales y nucilazinosos vlaseo--
diales endoparisitos, organiseos que no son considerados como
verdaderos hongos porque carecen de micelio, adeads de que se
nutren vrincivalmente por ingestidm, un tipo de nutricién que
no tienen los verdaderos homgos (tumycota), los cusles se nu--
tren vor abeorciéa.

las subdivisiones de £UAYCOTA se difersnc{sn vprincivelmente

vor su fores de reoroduccién sexual.

ssté constituids principslmente vor honeos scufticos; cowpren
de tembién hongos savréfitos y vardsitos de plantas y antmales,
incluyendo al hoatre. tstos hongos estén forwsdos vor aicelio -
gresso y cenoc{tico, awques algunos 1o tisnen septado. La revro
duocifn sexual es vor medto de zigosvoras y cosporss. la repro-
duceién ssexual es wedisnte zoosvoras (esporas wiviles), esvoran

giosvoras (esvoras inméviles), esporangiolos, o rarsaente por -
oonidiss,

TIsa.

1os dewteromicstos se sncusntrsn te como sanréfitos,




vero comprenden a la mayvorfa de los hongos vatégenos vars el -
tomtre y aninales. 3e desconoce su estedo perfecto o sexual, -
aunque a algunos hongos ya se les condte su estado perfecto, ¥y
se reproducen asexualmente jediente conidias y talosporas. dn
1a prictica se colocan aquf solamente los estados imperfeotos
© asexusles de los Ascomycetes y dasidiomycetes. sgtos hongos
tienen wn uicelio seotado, con conidiéforos caracter{sticos, -

aunque algunos son unicelulares,

ASCONYCOTINA.

Constituye ¢l grupo wfs grande de hongos., Muchos son de im-
vortancia econéwica cowo alimento v en vrocesos industriales,
Yy como agentes causales de enferanedades en vlantas y aniwales,
Se reproducen sexualwente vor medio de ascosporas que se for--
man dentro de una célula esvecializada: el ssca. la mayorfa de
los ascomicetos vroducen un sicelic sentado, aunque mmoe Cusn-
tos son micelulares. Su revroduccién asexual es medisnte talog
ToTas ¥ conidias,

BASID] FIna.

Constituye la clase de homgos wis evolucionmados. Los Wesidie
sicetos son de amviia distribucién, ¢ incluyen a las e
tas ¥y a hongos sconfuicamente izvortantes cowo las royas y cer-
bomes. Su revredwccién sexual es vor medio de tasidioepores que
s¢ formem extermamente sotre una célula esvecislizade: ¢l tmsi-

dio. Pressmtan micelio sentado.
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IusNTIFICACION D= LOS HONGOS &N £3TuDIO.

4 continuacién se describen las caracter{sticas wrfolégioas
de los hongos sometidos a slmacenssiento en solucién salina es
téril, vara evaluar esta técnica de conservacifm & largo vlaso.

Se elixieron aquellos hongos que tienen mds utilided pars ~
los ovrovésitos de ensefianza en la Facultad de Qufwmica,

Las caracter{sticas sacroscéplcas que deben apreciarse pars
1la identificacién 4~ los hongos son las siguientes: forma, te-
mafio, textura v asvecto superficisl y del reverso de la colonia,
color y si éste se iifunde a) nmedio 0 no, as{ como su velocidad
de creciuiento. las caracterfsticas microsclvicas obeervadss -
son: tamafio del micelio y modalidades del miswo; tivo, tewsfio
y forma de lss estructuras de resroducciém.

Los hongos de esta subcoleccién son los sigulentes:

OIVISION ZUAYCOTA.
Subdivigién: Dsuteromycotina
Clage: Yyphouyoetes
Orden: #oniliales
Familia: Z“onilisceas
Génercs: 1. Aspergillue
2, femtes 1
3. Geotrichup
. Hpscilexyoes
#e3ilia: Demtisceas
Glneros: 5. Altermaris
6. Sipinthospory
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Subdivisién: Phvcomycotina
Clage: Zygomycetes
Orden: Mucorales
Familia: Xucoraceae

Género: 7. Bhizopus

A continuacién se ennumeran las especies de cada género que
interrsn esta sudcoleccidn y se describen sus caracter{sticas
worfolégicas.

1. GANERC Aspergillus
1.1 Asvergillus flavus.
Asvecto mecroscéoico.

Crecimiento réoido, sbundente, ligerswente slgodonoso.
Al vrincipio blanco, luefo verde amarillento y finaleen
te verde pastoso, cutrifndose la sunerficie con abunden
dente esvorulacifm 2e asvecto granmular (puntos gruesos)
color verde pestoso. REVERSO: Incolorc o ssarillemto.
Tewoeratura v tiewvo de incutmcidn.

Tewoeraturs swbiente (27-28°C), 4 o 8 dfas,

Asvecto microscéovico,

Mcelio sevtedo, wacrosifonado; conidiéforos larsos,
ssestados, no ramificedos gue se dilatem en su extrewo
en zrandes vesfculas con esterizmes biserisias que cu--
bren la swverficie de 1la vesfcula. Les esterigmes sostie




1.2

1.3

nen cadenas de conidias unicelulares de forua esférica
y de pared ligeramente rugossa.

Asvergillus fusigatus.

Aspecto sacroscépico.

Crecimiento révido, abundante, superficie ligersaemte
olegada, filanentosa de asvecto aterciopelado a pulveru
lemnto. Al vrincivio blanco, luego verde s verde grisficeo.
REVER30: mmarillento a café-smarillento otscuro.
Tewveratura v tiempo de incubwsién.

Tewoeratura sabiente (27-28%C), 4 a 8 dfas.

Aspecto microscévico,

Nicelio sepntsdo, macrosifonsdo; conidiéforos largos
sseotados, no ramificados que se ensanchan em su extre-
w0 on srandes ves{culas con esterigmas ‘miseriadas que
cubren varcialsente la suverficie de la vesfcula, las -
esteriguss sostienen cadenas de conidias wnicelulares,
de forw esférica v de vared ligersmente rugosa.
fepergillus ochracews.

Asvecto wacroscéoico.

Crecimiento réoldo, stundemte, suverficie plegasda 1}
geramente algodonoea. Al orinciplo blanco, luego amari-
110 a café-smarillento, cubrifndose la superficie con -
sbundante esporulacién de asvecto gramular (pwmtos gres
208) color café-emarillento. REViRS0: Caf llento
obscwro o café-rojizo.
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Temperatura v tiewoo de incubmcidn.

Tewveratura ambiente (27-28°C). & a 8 afas.
Asvecto microscévico,

Micelio seotado, wmacrosifonado; conidiéforos largos
ssevtados, no rexificedos oue se dillatan en su extrewo
en vesfculas que sostienen a su alrededor esterigmes uml
seriadas que dan origen a cadenas de comidias uniceluls
res de asvecto zloboso, lizersmonts rugosas,

1.4 sspergillus niger.
Asvecto wacrosedpico.

Crecimiento rfoido, abundante, miceltio afreo ligera-
nente algodonoso. Al orincivio blanco, luego negro-verdug
©0 a negro. la suverficie se cubre con abundante esporu
lacién de asvecto grueso color negro-verdugco a negro.
RIVERSO: Amarillento y en ocasiones ligersmente negro.
Tesperaturs y tiemvo de incubacida.

Tewveratura sabiente (27-28°C). & a 3 dfas.

Asvecto micruscéiico.

iicelio serlad: ., umcrosifonado: conidiéforcs largos
aseptados, no ramificados que se dilatan en su extrems
on grandes ves{cules con esterigmas bdiseriadas que cw--
tren 1a superficie de la vesiocula,. les sestis
aen cadenas de oconidias wmicelulares de¢ forma esférica

¥ vared rugosa. il sicelio, conidiéforcs y ocomidias tie
amm color negro.




1.5
1.6
1.7
1.9

3e cuenta ocon 4 varieldsdes a#s ie Asverzillus niger
que son:
Aspergiljus niger N1
Aspergi1lue niger :¥-2
Aspergillus niger N.3
Agperxillus njger {ceva #5).

2. GEdsBO Penictllium

2.1

RELER S T bl SN S I B I Ay

2.2

Mc;u iun gt.tu.
Asvecto wmeroscéoico,

Crecimiento répido, sumerficie ligerawente plegada,
aterciooelala a dulverulenta por la abunddnte egvorulse
cién, Al princinio bSlanco, luego verde g verde ligera--
sente grisfceo. R=V-=R30: Caré-smarillento.
lewxperaturas vy tieapo de incubacida.

Iesperatura asbiente (27-23°C), & a 3 dfas.

Asvecto wmicroscépico,

Nicelio sepatedo, macrosifonads; coniaiéforos seota-

dos aue s¢ razifican v adquieren ssvecto de vincel, sos

tienen a esterismas, en forwe de frasco, que dan origen
a cadenas de conidias unicelulares, de forea zlovtosa y
pared ligeramsnte rutoes.

Pemicillium sp. osroductor de antibiStico (ceoa 1)), --
{ref, 18],

Aspecto macroscésico.
Crecimi'mto réoldo, swsrficie ligernasnte plegaia,

#:
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stercicoelada a vulverulenta vor 1la ahundante esporula-
cion. Al orincivio blanco, luezo verde a verde aceltuna;
1a varte central se cu%re ie color asarilio verdoso ii-
gerazente ro‘lizo. RiV.030: Amarillo-roiizo.
feaperatura v tieyoo de incubecida.

Teaveratura atbiente (27-28°C), 4 a 8 dfes.
Asvecto sicroscéoico.

¥icelio sentado, macrosifonsdo: conidiéSforos septados,
no ramificaine aue sostienen esterigmas Diseriadas. en
forw de frasco, que dan origen a calenas le conidias -
umicelulares, d2 forsa slfoticea v pared lisa.

fenicillium sp. productor de antidblotico (ceva #16), ==
(ref, 18).

Asvpecto wacroscéoico,

Creciuiento riviic, superficie aterciopelads, lizers
asente vulverulenta vy plezada. AL srincivio olanco, lue-
g0 verie-amarillento a verde clarv con matices amarilleg
tos en la verte central de la colonla. R:=ViR30: Cal
rillento.

Iewoeratura y ti2300 1¢ incubacién.
lewoeratura awbiente (27-26°C). & a 5 aias.
Asoecto sicroecfolco.

Hicelio septado, mcrosifonado; conldiéfores septa~—

408, ramiricaios e forms de vincel qus scstienem esste-
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rigsas en foraa de frasco, las cuales ian origen a cade
nas de¢ coniiias unicelulares, de torma estérica v lige-
wente rugosas.,
Merds se cuenta con otras tres cevas 1e fenicilijum
que son las sigulentes:
2.4 Peniciiiium sp.
2.% Penicillium sp. aislado del suelo

2.6 renicillium sp. aislaio de ldcteos en descomposicidn,
3. GlNZAY Geotrichus
2.1 Lsgtytshum s,
Asvecto zacroscovico,
Creciaieato riépiio, suverficlie plana, sembtrsmosa de
consistencis levaduriforse: em ocasiones adquiere asvec

to marinoso. Al orincioio tlanco v finalmente color cre
moso, A=VIa30: Incoloro.
Tewpersturs v tiewvo de incubacién.
Tewoaratura asblente (27-235°C). « a 4 afss.
Aspecto microscéoico,

Micello seontaio, mecrosifonsac, el cual se segrenta
en artrosporas rectangulares redonieadas en sus €Xtrée
B0S. £n ocasiones ocueden encontrarse tubos gersinativos
Llorglizpdas on lag eytyemae 4e lze artrooporas.

&, 3:iN.d0 Peecilonyces
4.1 sascjjopyces sp.
Asvecto macroscévico.

Crecisiento réoido, se extienie en la suverficie de




agar forsando una cana delgada de aspecto aterciopelado.
Al orincivoio blanco, luego blanco-roséceo. REViR30: Ine
coloro o lLigeramente caté-amarillento.
lewveratura v tiemvo de incubacidn.
lewoeratura sadbiente (27-28°C), & a 8 dfas.
Asvecto aicroscdoico.
4lcelio seotado, mecrosifonado; conidiforos ramiri-
cados en forw de nincel, sostienen esterigmas que se -
alargan en su extremo, en fores de vabilo y a partir ae
ellas nacen ias cadenas de conidias unicelulares, de for
ma elfotica v vared lLisa. Avarecen esterigsas aisladas
qus se orieinan directaaente ie la hifa v que sostienen
& las cailenas de conidias.
6. GoNZRC Altermaria
4.1 A a_so.
Mspecto mcroecépleo.

Crecimiento révido, su sicelio crece cerca de la su-

perficlie de agar, ligerasente 213020n080, 1180, Al prin
civio tlanco, luego gris verdoso v finaimente negrv vem
los bories gris ohecuro. RIViR30: Negro.

Pesveratura y tiesvo de incubecidn.

Tewersturs ssbiente (27-23°C). 4 a 10 afas.
aspecto micreecévico.
- 21celie septado, amcrosifonado, color sris obecuro;

couidi8foros seotalos Asnio orizen a wcroconidiss CO=-
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lor gris obscuro, que oresentan tablcaciones transverss
les v longitwiinales (zuriforwes), lisvuestas en cade--
D&s .
6. GaNc80 helrinthosvoriua
6.1 Felminthosporium svo.
Asvecto macroscéoico,

Creciziento révido, suverficie algodonoss lisa. Al -
orincinio blanco, luero eris v finalsente negro; el zi-
celio se deorime en la parte centrsl, ouedando elevado
en la neriferis con uwn color £ris obscuro, £3VeR30: Ne-
£TO,

Tewveratura v tiemoo de incubmecién,

Tewveratura sabdbtente (27.22°C), & a 10 dfas.
Asvecto microscévico.

Micello seotado, matrosifonado, color gris obscwro:
conidiéforos cortos, sizvles vy en ocasiones ramificedos,
de asvecto nuioso (enrrolledos o encurvados en sus extrs
20s). Iss mecroconidias son teruinales y lsterales, co-

lor gris o'scuro, sverecen en racimos unidas librevents

al conidiéforo nudaso; tiemen for=s 210x21c: Coi Varias

tabicaciones transversales.
7. Gi8c30C Ehizowus

7.1 __zopus oljgosporws.
Aswecto wcroscfoico.

Crecimionto rfeido, sbundante, cubriendo el tuvbo com
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micelio aéreo algodonoso. Al vrincivio blanco, 1uego --
gT1s obscuro, superficie cubierta con vuntos de color -
gris obtecuro. R3IViRS0O: Incoloro.
Temveratura v tiemno de incubtmcién.

Tewperaturs ambiente (27-28°C), 4 a 8 afas.
Aspecto miervscépico.

Nicelio cemocftico, macrosifenado; esporangiéferos -
largos, no ramificados se wnen entre sf vor wedio de hi.
fas diferencisdas llasedas estolones, en cuyo punto de -
coneccién se vroduce wn racimo de rizoides (hifas en for
ma de rafz). los esporangiéforos terminan em wn espoOran-
£10 estérico, color negro que contiene esporangiosporas
unicelulares, de formm esférica menos coloreadss, Z1 ex-
tremo dilatedo del esporangiSforo, la colummela se extien
de haoia el interior del esporangio, time forma owval, -
yuﬂcluocmumhmwndom-
40 en libertad a las esporangiosvoras.

3¢ cumta con otra cepa nfs de s
7.2

2.5 TECHICAS De ACION DE BONGOS.

n-odomumdomulahlummanuoo
incl s 1a wroduccién de aatibiéticos, écidos orghnicos y ez
®es; la comversiin de esteroides, la vreparacifa de alisemtos,
m.hwmhnhnmun«mnm
Y wroductos forestales; em ¢l diagmfstico y tratsmiento de las
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micosis que afectan al hombtre ¥ a los animales; en los trabajos
de investigacifn sobtre patogenicidad v toxicidad, mediante ino-
culacién en animales de laboratorio; para determinar su capaci-
dad de infectividad en plantas. For ello, en la ensefianza de la
Morotiolozfa, se requieren de cultivos auténticos de hongos -
gque se encuentren en buenas condiciones,

ts necegario evitar la contsminacién de estos cultivos con -
bacterias, dcaros u otros hongos ¥ se debe evitar que los cult)
vos se vleonorficen y sufran cembios fisiolégicos y bioqui=icos,

Pava la conservacién de cultivos de hongos es necesario con-
tar con nétoios que aseguren la estabilidad worfolégica vy gzend.
tica, as{ cowc la metogenicided, purezs y viabilided, afin des..
pués d= pverfodos prolongados de alwacenasiento.

2n 1la introduccién se hen wencionaio algues de las diferen-
tes téenices vars vreservar cultivos de hongos: s continuscién
se describen trevewente las wfs utilizadas:

2.5.1. IA PERIODICA.

sste es el 3étodo clisico ¥y mis usedo pars mmmtener -
cultivoe de honros a larso plero vor transfersncis s in-
terwalos frecuentes, en estado activo, atilizando sustra
tos 8811068 o 1{quidos. las transferencias deben hacerse
sensual o bisestraluente vars svitar que ¢l medio de cul
tivo s¢ deshidrate vy vor ende lss cepas suerang la velo-
cidad de deshidratecién del wedio depende del tivo de tg
ofn utilizado, la humedad relativa y ol tamaflo del tube.
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rste wétodo es efectivo solo vara aquellos honros gue
no sean provensos al nleomorfisuo o a otra clase ie dege
neracién, como la oérdiia de oroniedades fisiolécicas vy
blogufwicas,. istos cambios derenerativos ocurren en la -
savorfa de los hongos a medida que se subcultivan perid
dicavente, 1ebido s que se mantienen en un estado wetabd
1lico activo,

£l velicro de que ocurran cambios en sus caracterfst}
cas auménia si al hacer la transferencla, ¢l inéculo se
toua de lag freas de crecimiento més vicias donde la acn
aulacién de productos del setabolismo puede ejercer ume
influencia wutagénica. Fara evitar estos cazdios es nece
sario hacer los suhcultivos a intervalos frecusntes, to-
2ando ¢l indculo de las dreas jévenes de creciziento ac-
tivo v altermando regularaente welios de cultivo ricos v
vobres en nutrientes, cara favorecer la esporulecifn vy -
santener las caracter{sticas orircinsles de los cultivos,

Otro orobless que oresente este wétodo es la contemi-
nacién, cowo resultado del crectiziento de otros hongos -
en los tavones de algodém o la infestscién con fcaros.
gste {ltivo vroblema se evita csiblando los tavones vor
otros que esten igvresmados con una solucide de bicloru-
ro de sercurio, safranine, alcohol etflico y glicerine:
aumnque ¢sta 90zcls vwede tener tanbién efectos dsfiincs -
vara los hongos, ocasionsndo alrunas veces su muerte.




El uso de tavones de Mmquellta en lugar de tapones de -
algodén, es poco conveniente norque la falta de inter.-
caidbio gaseoso de 1os cultivos con el exterior aientras
Sstos tienen aotividad sstabliica, Llvita el consumo de
oxigeno y favorece la acumulacidn de metabolitos gaseo-
s08, 10 oual puele tener efectos nocivos y alterar las
caracterfsticas de los hongos, priancipalmente en su wop
folog{a.

El almacenamiento de los ocultivos desarrolisdos, en
refrigerscién, a aproxisedsmente $°C, e2vita la ripida
desecactén ael meaio y previene el crecimiento continwo
de los hongos, alargando los periodos de transferencia.
3e prefiere o] almcenmmiento a temperaturs smbiemte, -
ya gue excluye la posibilided de crecimiento amormsl que
podrfa ocurrir aurante is rerrigeracién, sunque los subd
cultivos tienen que ser aiks frecuentes sobre todo s los
lugares caluroscs. -

sgte wétodo tiene la ventala de que siewpre se tienem
cultivos digponibler para demostracifn a estuaiantes §y -
visitantes, para estudios cowvarativos, ete., vero es el
- nftono que consune ads tiempo de trabajo ¥y es mfs costo-
80 vor el consumo d¢ 13eaiocs ae cultive, Utras itsitesio-
nes de este sftodo son: 1la seleccidn oontinue ce suswsy
tos spropisdos, is hadiliaad técaica para tramsferir le
"msa de espoTes y/0 fragmentos de wioeiio, is necesided
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de vigilancia constante vara evitar contaminacién y la

nec=g1dad de proteger a los cultives de la infestaciémn
con fcaros,

ACI CON ACEITE NINERRAL.

Este método es una variante de la trensferencie perid
dica, que consiste en prevenir ia deshidratacién del me-
dlo de cultivo y retardar ia actividsd wetabSlica y cre-
cimiento de los hongos, reduciendo el oconsumo de oxige-
no, con lo cual se alarga ¢l perfodo entre tranaferencias,

Consiste en cutwir con aceite mineral, de grado medi-
cinal, los cultivos jévenes de hongos con actividad meta
bflica, es decir, cultivos que se encuentren en busnas -
condiciones wrfolégicas, fisiolégicas y dioquimicas, de
sarrollados en un sustrato apropiado, sn tubo inclinado,
Kl aceite dede sobrepasar la superficie del cultivo, de
tal sanere que ¢l micelio quede totalmente swmergido en
61,

il oonsumo de¢ oxfgenc en los cultives dos up -
ca bajo el soeite nineral, se reduce a solo 10 £ de lo -
porsal en unas poces horss. La reduccién en la actividad
netabllica es evidente vor el retardo en el creeiwiemes
y esporulacifa de los cultivos. Ia utilizecién de capas
de aceite mineral que solwrepasen la swperficie del mios
110 en nfic d¢  ou es desfavorsdle pars la conservesifa
de los hongos: sunque este efecte pusde atribuirse al -
osse de sotivided setabflica por falta de oxfgeno, tem-
bifn hay evidenciss de que ol sosite resulta téxico e
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condiciones de total agotamiento del oxfgeno. Para apl}
car esta técnica es necesario observar las siguimtes -
precanciones: a) el aceite minsral debs ser de grado me
dicinal, esterilizarse por dos horas a 121°C y secarse
en el horno a 170°C por una o dos horas; b) el aceite -
debs oubrir ¢l medio inclinado hasta aproxisademente un
ca arriba de la superficis del cultivo; ¢) la temperaty
ra de almmoenemiento dede sscogerse cuidsdossmente, sieg
do preferible la temperatura smdiente, ya que la refrige
recién puede ser nocive pars ciertos hougos; d) 1a trang
ferencia debe hacerse en ¢l misuc nedioc en el que s¢ pre
servé,

Zste téenica se he wesdo principalmente para exteader
1a longevided de los hongos ¥y s¢ le¢ ha dado pota inpor-
tancia al ssntenimiento de sus caracterfsticas fisiolé-
gices ¥ Moguinicas, Los oultives sobreviven larges --
tiempos, sproximadsmente de 12 a 18 neses, ¢ imclusive
pusden conservarse sin perder viabilided por wvarics afics.
3in embargo, los oultivos de hongos cublertos con aceits
couando se tramsfieren no pressntan casbios plecmirfices,
"7 las carscter{stioss fisiolégicas y btoquimicas origing
les, despuls del slmecensmiento tienen poca temdensis &
variar., S5 reduoe la frecusncia de trsmsferensia ¥y o -
controla eficazmente 1a infestacifn producids per 1ee -

S¢ ha obesrvado que loe ocultives imfestedos, deg
pufs d¢  perfodo ds tres messes en contacto oom el ese)
ts quedan litres de foerce.
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Bs una técnica sieple y barata, ya que los cultivos
no requieren de ningin tratasiento preliminar ni se re-
quieren aparatos especiales. iéntre los hongos, timme una
emplia aplicacidn en la preservaciln de foruas no espo-
mlantes ¢ estrictamente micellales, en las cusles, su
asnejo dificulta la aplicacién de otras téonicas.

Para haoer la transferencia se reuveve uns pequefia -
poreida del cultivo de debajo de la superficie del ace}
te mineral y despuls de escurrir el exceso de aceite, -
se coloca en un tubo com el medio de cultivo usado oris
gimalnmute. lLa trensferencis no es ficil de realizar y
menos oon limpieza, ademfs se corre ¢l peligro de infeg
cién para el persomal debido a la forescifn de aeToeo-—
les de aceite contaminedo con espores, al flamear el asa.

2.5.3. ACIOR DE CULTIVOS BN .
Existen dos varisntes para la oomservacifa de enlti-
vos de hongos por este wmiétodo:

a) Inoculacifn de volusen pequelio 4¢ swspansifa de -
esporas en suelo seco estéril, seguids de secedo.
b) Imcoulactén de wol mayores d¢ suspansifn de og
poras, m swelo 135 Wifrii, seguide dé imow-

bteoida,

la primera de estas téonices mo permite el ocreci-
uiento de¢ 1low hongoe y soleo se las esporas
introducideas en ¢l swelo. Ia sl tir




el crecimiento, preserva células de oropagacidn y m}

celio, por 1o menos de una genersciln, a partir del
tnéculo introducido.

1a técnica mfis usada vara preservar ocultivos de -
hongos en suelo estéril consiste en inocular cinco -
gramos de suelo wmargoso estéril (204 de humedad) con
un al de una suspensidn acuosa densa de esporas, se-
guida de secado a temperatura ambients y almssens—-—
miento en refrigeracién. <21 suelo margosd puede -
reewplazarse vor suelc vantanoso, arena de mar, arc}
11ls, sserrfn, carbomato de calcio o fosfato sonochl-
cico, pero s¢ ha observadc que la marga ¢ arena son
los aedios de almacensatento wfis satisfactorios.

Con este wétodo se han conservado cultivos de hom
zos durante meses y, en ocasiones, afios sin perdida
de sus propiecdsdes originales como son el color, la
forma, el tamafio de 1la colonia, la esporulacidn, el
comportasiento enzimdtico, la virulencia. &l slwece
naaiento de los hongos en suelo evita O reduce a i -
afnizo las altersciones biolégicas o morfoligicas que
se producen al mantener los cultivos por otros aéto-
dos de oconservacidn, como la transferencia verifdica,
-:Mlmug-noﬂsmlnmrcm”-
formss wutantes.

Casndo wn cultive fimgico ha perdido ciertes carsg
terfsticas vor el subcultivo orolongado, s¢ pueden -
restawrar parcisimente dichas carascterfsticas si e
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le zantiene en suelo estéril. cntonces, adenfs de -
resultar un 3edio ie preservacién a largo plazo, sir
Ve vara renovar oultivos degemerados, ya que vroaue-
ve la esporulacién en abundancia.

Ias desventajas que vresenta este aftodo son que
resulta isvosible observar las caracterfsticas de --
creciuiento de los hongos y detectar alguna contami-
nacidn, sin hacer antss un nuevo cultivo para verif}
car la vureza de las cevas, Ademds en ocasiones fe-
lla, dedido » que las egporas de algunos hongos pue-
den germinar pero son incavaces de crecer en condicio
nes le escasa humedad, por 10 que e1 secado subsesuep
te vuele matar a las esporas germinativas wés delice-
Qas.

Existe wna variacién del wétodo de conserveciln en
suelo estéril, y es la preservacion de los cultives
agar suelo. i1 agar suelo se prepars fmcemsnte oca
suelo marsoso, agar y agus destilads. ss -
utilizar wn suelo rico en humus vero no demasisdo fo}
do: un pi ae & & 6.5 es satisfectorio. Se dede temer
esvecial atencife en ia esterilizacidn de este medio;
8¢ requierea tres tratamientos en tres dias swoesivos,
cada uno durante 15 minutos a 120°C o solsmente wn -
dhmnm.hll-mm. 3 ¢l smls
o8 wuy écido, ¢l agar tenderi s hidrolizarse.

il orecimtiento de los hongos en este seqaio es -y
pobre 7 e esencial ezmminerlos oon la aywds ded
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croscopio; cuando 8ea satisfestorio, los tapones de
los tubos deberfin culrirse con parafina para zante--
ner un buen grado de humedad., Los tubos se guardan
en refrigeracifn, aunque tawdlén pueden wantenerse a
temperaturs saMente, Las cepas mantenidas en este
wedio, al ser nuevamente cultivedas en 3abourawd oop
servan sus caracterf{stices originsles, :in general se
prefiere el atodo de conservecién en suelo estiril,
va que presenta weénos vosibilidades de gque occurran -
cambios morfolégicos y fislolégicos puesto que se han
reportado casos de.nrlaclﬁn en algunas cepas manteni
4as en agar suelo,

2.5.4, LIOFILIZACI .

La 1lofilizacién (congelamiento-secado) es otro de -
los métodos de preservacién s largo vlazo que evita el
deterioro o variscién de los hongos por la tramsferencia
veriddica, Este uétodo, como los smteriores, inectivwa s
108 cultivos v los sentiene en un estado latente, pexo

su insctivacién es wufs eficar.

La liofi1lizacién es ¢l nfs laborioso de los witodos
de conservacién de cevas uicrobisnas. 3u empleo se jug
tifica vorque asegure plens establlidad en las caracte-

risticas de las cepas por mayor tiempo que cumlquier -
otro sftodo.

- % bt Dad

im laSuTicsilad de¢ este wftodo obedece a dos resones:
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que implica varias operssicnes y gue s¢ requisre de suf
dados extremos on cadim una de sllas. las operaciones -

involuoradas en el proceso de 1iofilizacién de wn hongs
son:

2.5.%,1) Preparscién de los cultivos

2.5.5.2) Preparscién de la suspensidn de esporas
2.5.8.2) Bavasado

2.5.#.3) Precongelaaiento

2,5.0.5) Lrofilizacién

2,5.8.6) 3ellado de smpolletas

2,5.8.7) Revisidn y selecoién de smpolletas.

2.5.8.1) Prevaracién de los cultivos.

!"nn Preparar ws suspensién de esporas ade
cvads pars 1ls 1ijofilizesifn, los honges deben
crecer en condiciones Sptimas. 3¢ someten al -
pProceso de 1liofilizscién solo cusndo estén oom-
pletanente madurcs y posesn tantas SSpOTasS COmo
sea posible,

Je cultiven en tubos inclinedos contentendo
W wedio d4e agar que favorezes ls esporulacién
en abundancias por ¢ prefieren aguellos
sediocs potwres en mutrientes, ya que estimmlem -
1a ssporulecién. Uno de los sedios
dos es ¢l agar de congelemiento que -me .
Patu, glwose, extracto de levadura y cartéa -
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activads, con sl cull 89 han obtemido busnos -
resultados {(ref. 3). Algunos hongos esporulan
mnejor en medios 1fquidos y se deden cultiver -
frascos conteniendo el medio apropiado,

2.5.8.2) Preparacién de 1a susvensiln de esporas.

' Las esporas obdtenidas en los medios de oulty
vo se cosechen en wn soporte que las proteja -
da dafloe f{=tces 2urancs 81 piedongeismiento ¥
1a 1tofilizacién. Los soportes afis utilizedos
SoG: la leche descremada estéril, ¥y el que oop
tiene sacarocss, peptona, suero de buey y agus
deatilsia. ‘

La suspmnsién se prepara por inumdecifn y
raspado oon asa, de los cultivos en agar que -
han wn puto de esporwlacifa Sptimo
y asegurando uwna ooncentracifn final de no we-
nos de 106 esporas/ul,

Cusndo la esvorulecidn Sptiwa se obtiene e
ssdios de cultive ifquidcs, se omtrifugm y -
desgnten: Aesouls 55 réswspenden iss esporas -
on ¢l soprte,

2.5.%,.7) Rovesedo.

Una vez preparada la suspensifn de esporss
debs envesarse y precongelarse en 1apeo trg
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ve, para svitar la germinacién.

Fars ¢l envesado, se transfierem 0.3 al de
1a suspensidn a oada w0 de pequefios tubos es-
tériles que contienen una stiqueta, de papel -
bond ¥, escrito a lfviz, el nosdre y/o nfimerc
de 1a cepa ¥ la fechs de 1lofilizscibn; los ty
bos s¢ tapsn con torundas de algodén mdreffly
€0 pars que pervita la degecacién de la wues--
tra a travis de 41 y estas torundas se recortsn
desvele de envasar la susvensifn, culdamdo de

no destapar los tubos, pars fasilitar la dese-
0&1‘0.

2,5.8.4) Precongelamiento.

Ly

2 precongelemiente puede hacerse por Aifs.
mtut&n:m,ammauwa -
liofilizecién que se utlilu. Pasde hpoerss -
Por inmersién de los tubos en nitrégemo 1fqui-
0 a - 196°C; este precongelestiento es suy ré-
Pldo. Tamdiém se pwede wsar wn refrigeredor -
que mantiens wia temperaturs de - 65°C dwremte
1.5 h: o bMen por én de 1os tudos e
weecla de hielo sevo-aloohol. K1
sieito dede ser 10 ufs répido y miforme posi-
m.mﬁtmhmu”hng
10 que delien & 1o oflules.




2.5.4.5) Llofilizacién.

Una vez precongelados los tubos (smpolletes)
con la suspensién de esporas, se soseten a la
liofilizactién, proceszo en ¢l cual el hielo se-
ré sublimedo por sl efecto del vacfo ¥y la laja
temperature, para secar la suspsmsiéa,

Para ello, se colocan de 18 a 20 1lletas
en cada frasco de centr{ 7 Gste se . conssta
on 1a liofilizsadore wediamte waa junta herwét]
ca. Durente las primeras & horas de secedo, -
denouinadss de liofilizacién primsria, la tem-
peratura sube gradualments de - 90°C (em ol cp
so de precongelamiento oon hielo seco-etanmol)
s 0°C; el proceso debe continuarse afm por 2 o
3 hores afs, hasta que los twbos alosneen
temperature de slrededor de 0°C (1iofilizacifan
final),

Dabe evitarse la hidrstecién de las empolle
tas liofilizadas sientras ;on'nn-l.. mante-
nifndolas en un degecador con CaCl,.

2.5.8.6) Sellado de empolletas.

Cade waa de las smpolletas liofilizsdes se
sella %ajo vacfo oon soplete de ssetilems o @
oxfgewme-gas.
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2.5.4.7) Revinién y seleccién de smpolletas.

aAntes de¢ alascenar las sapolletas con la e8

pa liofilizsda, dede mlﬂoarn' que &1 proce-

20 haya 3ido sdecusdc ¥ que las aupolletas es-

tén en buenas ocondiciones pale ssegurar la su-

pervivencia y estabilidad de las copas durante

el

largo tiewpo que este mftodo promete conseg

varlas,

Las carscterfsticas que debsn verificarse -

a.
b.

d.

ia puresa de las oepas

la viabilidad

la estabilidad de las carscterfsticas macry
Y wicrosclpiocas, de cultivo ¥ bloguimices
£l vacfo y el seliedo de las smpelletas.

Ias tres vrizerss se determinen e wa -
snestra representativa de smvolletas que »e
Mdruten pera ¢llo. K vecfo y ¢l selledo
se verifican para cade sapalleta.

A vartir de la swspensifn obtenmids de las

rehicratades :
3¢ sieubra e caldo mwtritivo com extrecto
d¢ levadura para werificar que mo
éu tpctarisma. 81 hublers
to en este medio, debs todo &l
lote ds liefilizados.
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3e hace una cuenta en vlaca, vara determi--
par la viabiiidad y asegurar que sea lo su-
ficientemente alta, para Conservar las ampo
lletas por largo tiemvo. Alemés la viabily
dad debe deterzinarse después, ovor lo mencs
cads sels meses, vara Drever ovortunaseate
wna nueva liofiilzacién, antes de que la --
pfrdida de viabilidad sea notable.
3e hace un cultivo para veriricar caracte--
risticas worfolégicas macro y aicroscépicas
e inocular los wellocs necesarios vara la ve
rificacifn de ceracteres biloquimicos.
fara revisar el vacfo y el sellsdo:
3e revisa cada smoolleta con un gensrador -
de alta frecuencia, vars verificar que esté
sl vecfo, descartanio les que tenman aire,
A continuacién, se sumergen todes las a3
volletas Juntas en una solucida colorids de
fenol, se hace vacio en el kitasato que las
contengs y 1esouts se rompe ¢l vac{o btrusca
mente cara que ls solucifn colorida vensetre
on 198 ampolletes mai selledss; desde luego,
éstas se descartwn,

Como en los sitodos sateriores, loe hongos liofilize-

dos s¢ almscensn a VC o a2 tezveratura sabiente, vrefery

blewsnte en un cuarto obscuro vars prevenir la accifn de

la Iwz. Los hongos se oreservan en coniiciones estables
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por weses ¥ en muchos casos vor aflos,

Zste wltodo de vreservecién s larro plazo es convenien
te para aquellos hongos gue vroducen atnmdante esvorula-
c1én: vero vera aquellos oue esporulan vobrewente, 1la lig
f1lizacién no es avroviala, ya que hsv mortalided durante
el vroceso. Otra objeccién a este aétodo es una vosible
tnfeccién del versonal cuando se abren las awpolletas -
11of1lizadss, aunque este veligro vuede reducirse 60lo--
cando slrededor del vamto 1e ruoturs de la smpollets un
alrodén emnavedc con etanol al 79 §, o vuede evitarse —
abriendo las swovolletss en cemvanas de seguridad, o -
coolejidsd del nroceso de liofilizecién v el requerimien

to de amarstos costosos son otras desventalas de este wé
todo.

2.5%.95 CORGELAMI:NTO INTENSO.

sete 2ftodo es satisfectorio wara squellos hongos que
ssporulsn abundantesente, Se deben oultivar en medios -
evrovisdos ocvo ¢1 Fitons-extracto de levadura agar o ¢l
Bcofil agar durente 17 » 15 dfas avroxitdsaente; e a}
gunos hongos se requiere ufs tiegvo 4¢ incubacifn, hesta
que los cultivos tengan une esvorulscidn Sptima.

Los cultivos ssdurcs se colocen en wn refrigerador a
svroxivadsmente - 20°C y verwsnecen viables vor afics. -
Awngque se han obtenido resultados wvariebles respecto a -
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la viabilidad de las cevas, acete +8todo se considera se-
Sure pera oreservar cultivos de honegos por nerfodos has-
ta de seis weges,

la recuveracién ie lss cepas se hace incubandc los cul
tivos a ?7°C. <1 calenta=iento ripido de las espores sl
finsl del conecelamismto intenso facilits la suvervivencis
de los cultivos.

Al slzacenar los cultivos s terveraturas tan ba'as se
miniwizan la actividad celular y otras resccicnes oufmi-
cas que oueilen llevarse a cedbo.

ias lesventatas de este nétodo som: su slto costo, su

ineficacia oara conservar sleunos hovgos v 1a veriscién
en 1a viabilidad,

ALXACZNANIZNTO =X NITROGENC LYJUIDO.

Con easte aftodo de preservecién oueden mantenerse ou}
tivos le hongos ssporulamtes y no esporulantes. Por lo -
genersl equellos hongos aue no resisten el uvroceso de 11¢
filizac16n vucien conmervarse om nitrézeno 1fquido.

lag cevas s¢ cultiven en wedios sSljdoe o iiquidos --
atrodvialos vars obtener un “wen Zeserrollo. Las esvorss
o frequentos de wicelin se cosechsn vor imundesifn de los
cultivos en vleces o tubos inclinedos con zlicero! al 104
o diwetilsulféziio al 5i. La suderficie iel cultivo se
Tasta suavewsnte con ¢l ass estéril mars desorenter espo
rer v/o frageentos le wicelio. zsta suspensida se mve.
5@ ®n viales estériles de borusilicato, orevisnente sar.
cedos con ¢l de ceva v feche de almacensmiento, -
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colocando 0.5 =1 en cada uno: los viales se tavan con al
godén. rtara conservar almunos hongos aue golo producen
:‘.oel,io. se caltivan en vlacas con un medio solldo apro-
olado v ie las colonies forsadas se re-ueven tres discos
siceliales con '‘m horsdador estéril de 5 om. Los aiscos
se susovenden en un visl que “ontenga 0.4 ¥l de editivo -
estérii. Los cultivos en medio ligquido se centrifugan y
las esvoras v fragmentos de uicellio se resusnendien en Jar
tes 1guales de glicerol al 208 o de dimetilsulférido al
10{ v med1o de cultivo pars dar una concentracifn final
del 108 0 54 segon el sditivo usaio. Je esta suspensitn
se trensfieren a caia umo de los viales 0.5 ml.

Estos viales no se sellan vara evitar ¢l veligro que
implica 1a sanivulecifa de los hongos patégencs durante
a1 proceso, va que existe sdeads el peligro de exvlosién
dursnte el iesconzelamiento ds las muestras.

Los viales se colocan em wn congelador de nitrSgemo -
1fquido: la vrimera etaps del enfrismiento se lieve a Op
bo reduciendo 1°C/ain haste - 35°C: el enfrismiento final,
haste - 19¢°C, es révido y no es controlsdo. Todes las -
‘cevas 8¢ slmacenen en un refrigerador de nitrégemo liqul
4o a soroximsiesente - 150°C,

fera restaurar los cuitivos, se incubmn en btafio warfs
a 77°C con agitecifn ravias hasta que ¢1L material ea los
viales se depoongele ¥y se cultivan en W 30dio spropliede,

Los cultivos mantenidos en nitrégeno lfquilo pesden 89
trevivir por siios sin piraida sparente de viabdilided. -
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la variacifn que puede vresentarse se debe a que la velo
cliad de enfrisviento y calentaniento de las cepas son =
factores iaportantes en su recuperscidn. MNuchos cultie-
vos requierem de un enfrismiento programado ¥ otros 30--
breviven despuls de un enfrismiento répido.

£ate wétodo de preservacién es muy costoso y puede --
dar lugar a ofrdida de la viabiliaaa en algunas cepas.

ALNACEWANIENTO SN MATERIALZS INZRIES,

Este mnétodo consiste en secar a temperaturs ambiente
vor wedio de compuestos quimicos como Pa0q ¥ CaCl,, sus-
pensiones de hongos imoregnadas en pavel fiitro.

Sotre este nétodo s¢ han hecho las siguientes observa
clomes: la lenta desecaciln a temveraturs ambiente o3 1ae
nos desesble que wa desecacién répida por vacfo o en wmn
desstaior con agemtes quiuicos abteorbentes de sgue; la -
leche 0 ¢l swero parecen ser 108 aejores sustratos pars
susvender los cultivos de hongos, ya que mtjoran ¢l perfo
do de supervivencia; el tameiic d¢ ia wuestra afecta la -
viabilided; y 1los discos con 108 CULTIVOS S0COS SOLreVi-
von nfs tiempo slmacensdos en refrigerscién que a
reture ssbiente.

Con este sftodo se pusaen comservar homgos esporulsm-
tes y mo sin pirdida de viabilided duremte
afics, pero uo existen reportes sotwe la efestividad del
sftedo en ia conservesiim de los homgos respecto a sw -
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worfologia ¥ oronieiailes risiolfgicas.

ALMACENAYIZNTO &N AGJA USSVILALA ziltedll,

iste m4todo vrovuesto Jor Castellani para conservar -
oultivos le hongos » largo vlazo, es =uy sisole vy consig
te en transferir indculcs moderadazente granies de cult}
vos de hongor en 3sbouraud dextrosa agar a tubos conte--
niendo de 6 a 10 1l de agua destilada estéril, Los tubos
se tavan con torundas ie glgocdén v se almecenan a tempe-
ratura smbliente,

3¢ debe tener culdelo de evitar la trensferencis de -
vartfcules de medic de cultivo turto con el indeculo, ya
gue pueden 1nflulr en el creciziento de aleunos hongos,

ios honzos vermwenecen viables después 1e un afio de a)
sacenaviento v vosiblerente dursnte nfs tiemno si el ayma
oue s¢ evavora se recwvlaza cads afio. las caracter{sti-
cas morfolSeicas, fisiolézicas y bioquinicas verasnecen
sin slterarse.

<1 aleacensmiento en agua destilede estéril evitas el
degarrollo de ovleoworfismo, aunque no elizina esta tenden
cin oue oresentan ~uchos honros, crincivalmente los der-
=atofitos, va asue una ceoa vleowSrfica conserveda ¢n agua
destilada ertéril verwsnece nleomdrfice.

Les infestaciones con &caros ouelen errsdicarse v ev]
tarse al slwacenar los cultivos ie honsos en scus cCestilyg
i estéril v en refriceracidn.
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Existe una wodificacién al aftodo de Castellani, des-
orita por Bmedek, que oconsiste en:

- ressplarar ol agua destilada, que es hipotéaioca,
por solucidn salina tsoténica y

«~ reeaplazar los tubos tapados con torundas, por -
frascos viales con tapian de roscs.

Este niétodo de conservacién a largoe plazo es samsillo,
seguro pussto que las carsoter{sticas originsles de los
hongos no se modifican, 7y baratc Ya que no s¢ requiere de
ningln equivo ¢ aparato para su elaborescidn.

Rn obmrn; de este trabtajo es, precisgmaemte, evaluar
el aftodo de Castellani, modificado vor Bemedek parm oog
servar una subocoleccifn de cepss de hongos pertenecien--
tes al Ceparioc de 1la Faculted de Qufuica, en vista de que

sus ventaias son especialaente convenientes pars 1los re.

ocursos y ocondiciones del Cepario.



3. WNATERIALES Y .

Se traba}é con 20 cepas de hongos.pertemecisutes s 7 glnercs. -
18 de estos hongos son sapréfitos y 2 son patégencs.

Ia evaluaciln del adtodo de oomservacién de hongos en solwsiln -
saline estéril se hizo en tres etapas.
3.1 Determinacién de¢ las carsoterfsticas de las cepas.
3.2 Conservacifn de las cepes en solucién salina estéril.
3.3 Bvalusoién de la estabdilided de las cepas conservadas,

Menfa se higo una coleccién de oreparaciones permanentes de los
hongos estudisdos.

- al ¥y equipo de laboretorio.
Tubos de ensayo de 13 x 100
Tubos d¢ ensayo de 16 ¥ 150 m
Twboe de ensayo de 22 x 150
Natraves de¢ bola de 1000 al
" Natraces de bola de 2000 =l
Vasce de prestipitados de 100 w1
Vanas 4a sraninttedes de 258 x)

erlenmeyer de¢ 250 al
Probeta de 100 ul
Nbwe de fernemtasifn
Frascos d¢ omtrifuga de 250 =l
Fresecs viales con tapln de rosce
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Cajas de Petri
Portacbietos
Cubtrecd jetos
Fragcoe goteros
Trifngulos de varilla de vidrio
Tubos de vidrio doblados en fingulo recto
Aplicadores de warilla de vidrio
Plpetas de 1.0 ul
Ploetss de 10,0 w1
Plpstes Pasteur
Asa nioolégica
Asa bacteriolégica
asturf
Mozes de disecoién
Mnzes de
Taponss de Male bihoradedes
de hmle

Meoresoopio
Mteslave

L

muhmlmlumumm
Ssuba d¢ vasfo

Pare tradajsr m frea estéril
istafa de 20°C

de %,
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- Medios de cultivo,

1. Sabourand dextro=a ager,
DOXLIOBR .vcevecrsssscccccecse 80 &
POLYDPODPLONA ..vevcverveecncase 10 €
ABRT ...cvevnvscscscsssavenses 15 8
Agua lestilads ......cv0c0r00. 1000 ml
pd final 5.6
ksterilizar a 121°C durante 15 min.

2, Caldo dextross Sabourawd.
DEXLTOBR .ovvvsecvvsnccnncencn 20 K
Polyoeotona ..vcvevccrverceces 10
Agua destilade ...cceccceesece 1000 m1
oF final 5.7
Egterilizar a 121°C durante 15 min.

' 2. Papa dextross agar.

Infusibfn de oD ....c00000e.. 200 g
DEZLYOBR ..cvcvscncceccnccscss 20 §
ABAT .cvcvccesceccscsaccecenes 15 8
Agus destileda ....iccc00000.. 1000 M2
pHt fimal 5.6
Ksterilizar a 121°C dursnte 15 win.

8. Caldo papa dextross.
Infusifn de vave .....cvcc0e.. 200 g
Usxtresa .........'............ 20 g
Agwa destilada .....00c00000.. 1000 md
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Eaterilizar a 121°C dursnte 1§ min,

5. Infusién de vapa.

6. Caldo

Puloe de PAPA .ccoviecccccnces 200 &
ABOB . ..icvcececrccnctcnsncess 1000 21

la vulve 2e la papa se corta en cubos vequedios y se -
macera en 1000 ml de agua corriente durante uns hora; =-
luego se hierve vor 5 min. 3e filtra sobre algodon y &
sa, ajustando el volumen del filtrado a 1000 ml con agua
destilala. Esterilizar a 121°C durante 15 nin.
extracto de malta.
Extracto de malta .....c0cec0. 17 &
Agun destileds .......0c0000.. 1000 ml
off final &8
dsterilizar s 121°C durante 15 win.

7. Azar nutritivo.

Sxtracto de carne ,,.......c... 1

m AR A RN XN ENER Y NW N NI R 5 g

mr ..'..........-.'....I.... !5 s
'-—h' d“—t!-!—ﬂ-—-.— riwesovorrsds e 1.m .1

pH final 6.8
Sstarilizar a 121°C durante 15 min,

8. Caldo oceredtwo corarén.

Infusién 1e Ceredro de Ternera cesrevsscees 200 g
1“ de cm de Beg Sessssseessvamae 2” £

m $0sscereensrrsssvnssnssesenrscnsese LU &



HE
+

il . M
.
1

ATRERLTE

T

- 57 -

Cloruro 4e 30410 ...ovecacescconee 5 &
Fosfato 4186d1€0 cvcvvevssassccsse 2.5 8
DOXLYosA ...cccovcececsccecenesess 2.0 8
Agus destilada .....cccc0000000000 1000 Wl
phH final 7.4
Esterilizar a 121°C durants 15 »in,

9. Agar almidén.
POPLONS ...0cccecrvccncescncssese 5 8
EXtracto de CATN® ...cavececcesse 2 &
Cloruro de 3010 ..evecvcccccnsce 5 &
AR .iovevnecccncnncrecascnce 20 &
BEAT .icuvsssececscccscrnnnsacess 20 &

Agua destilada ......ccc000000ess 1000 u]
of final 7.2
Zgterilizar a 121°C durante 15 uin.

10. Gelatina nutritiva,
Peptona Gelysste ......coccv0eeee 9 &
EXTYcto 40 CAIDe ..vvcvvccscecee I 8
GOlating ...cccecvcincanncncerece 120 g
Agun destilads ..cccececncececece 1000 Bl
pd final 6.8-.7.2
daterilizar a 121°C durante 15 uin.

11. Caleo mitrato.
POptone ...cccvvivccccnncnccoces. 5 €
Extracto d¢ carm® ......cccec.... 3 €
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Mitrato de¢ potasio ccececnveee 1 §
Agus destileds c.ccceccsccscse 1000 ML
vi Tinat 7.0
Esteriiizer a 121°C durante 15 min.
12, Lache tornasol.
Loohe AesCrensda .ceevesccccss 100 §
TOIMRI0L cccccccccsrcsrccnease 075 €
destilada svivscsnvecrces 1000 ml
pll final 6.8
Esterilizar & 121°C durante 15 min,
13. Nedio pars hidrélisis dae celulosa.

Fosfato dipotsico .......c..0 1 €
Hitrato de 80410 cccccccccccee VD E
ulfeto 46 MAENESIO0 .eveeere.. 0.5 &
Cloruro 4¢ Potaslo .ccoccecnce UH 8
NUTELO TOTTOMO .cccsscsssssss 0.01 £
Agm destilada ....c0cvvecseee 1000 ML
Pt final 7.5

3¢ colooamn 9.0 m del wedio on twbos d¢ 16 x 150 m ¥
o¢ deposite demtro ae cada tubo wna tira de papel filtreo
(1 x 9 omn) verwitionio que se jmpregne com 6L WEA10, Low

se tepan oon de algodén ¥ se

- Bepstives y ecloruntes.
l.“ﬂmu Lop,
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Glicerina ,..cecececcscns 10 m
Agua destileda C0bP ...... 100 ml
Esterilizar a 121%C aursnte 15 min.
2, Forwol al 10 &%,
FOrmol .ccccecvvccacscess 10 Ml
Agus destileda COP ...... 100 Bl
3. Jolucién saling fistolégica.
Cloruro de 80810 ,....... 0.85 &
Agua aestiiada obP ...... 100 ml
Zgterilizar a 121°C dursnte 15 uin,
%, aritrocines ai ¢ §.
Eritrocing ..cccvcveeness 2 8
Agua destilada €D ...... 100 nl
9. romoz aL 5 &,
Famol .ccescecesscccececs 5 6
Agua AEST1iIaGR COP .see.. 100 Bl
6. 3olwcifa de lugol.
Y080 ceccceccccccsceccace 1 8
Yoduwro 4¢ potesio ..ce... 2 §
Agma destileda ,...c00000 00 ml
7. Solwstéa de £cido sulfemflico.
Aoido aoftico glacial ......... 100 m]
Moi1ds sulLaR{1300 cececvecccecs 2.3 §
Agun destilada ..ccovcecvcosees 250 ML
8. %lucifn de disetil-alfe-saftilanine,
Acido soities glscial ......... 100 ml
Mustil-alfe-naftilaming ...... 2.1 ¢
dostilada .covovccrccvecce 250 Wl



9. Goms oloral.

Hdrato de ocloral ..eeeseecceecs 508
Goma aTEDIZE ccvoercrsoccoccces 08
GI0OTINA ctsevssssssssncsecccs 20 W)
Agea destilads ...cccccncvccees SO ML

10,
11.
12,
13.
LN

Se disuelve en frio sl hidrato de cloral con wm pooco
de ague destilads y s¢ le ofiade la glicerina; se mezolmn
perfectaments. la goma arddiga, bien wolida se suspende
en agua destilada formando wna mufiequita con gasa. 3¢ dg
Ja que lentamente ge disuslva ¥ se le aflade la meszcla de
glicerina ¢ hidrato de cloral.

Aloohol metflioco.
Aloshol etflico,
Xilel.

A sontimmmsifn ¢ desoridbem los sitodos utilizados en cade

3.1

de las carssteristicas de las cepas.
La dsterninesifn d¢ las cerscterfsticas de las cepas permi-
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te verificar su ldentidad en base a la literatura, y aporta -
los datos de referencia para estudiar su estabilidad.

3.1.1. CARACTERISTICAS moucfz.

Pars la identificacién macroscépioa se deben observar
las sigulentes carscter{sticas: velocidad de crecimien-
to, téemveratura y tiewpo de incubacién, en un wedio de
cultive deterwinado: forwma, tamafio, aspecto y textura -

de 1a colonia, ¥y colorscién en la superficie y al rever
8o,

EToDO.

Las cepas se resiembran en mwedio de 3abourawd dextrg
Sa agar, en tubo inclinado, tomsndo una pequefle vorcifn
de esnoras y/o fregmentos de aicelio de dress de creci-
miento sotivo (&reas )Svenesr) con el ase wicoldgica y -
devositando el infoulo en ;1 centro de la suverficie de
Sgar: se siestwrs e wn punto y por vumoién.

Los tubos se incuban a tewperatura sadlente (27-28°C)
y el desarrollo 4e la colonia se revisa diariemente por
d!uomhshqumamibm,-
vars obeervar la velocidad de crecimiento, aspecto, teg
tura, cambios de coloracién en 1as superficie y al revey
80 d¢ 1a colonia.

Es wuy importente que el inéculo se tome de freas de
crezimionto activo vara que el cultivo que se obtenga -
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sea similsr al original; ya que si se toma 3= £reas vie
jas, los productos acumulados del meteboliswc fdngico -
pueden ejsrcer una influencis mutagénica y 3dar lugar a
cultivos vleomérficos, los cuales se deben descartar.

S1 solo se obtienen cultivos vleomSrficos debido a -
los mfiltivles subcultivos snteriores, la resieatra debs
T hacerse en wedios de cultivo pobres en nutrientes co
20 son 1la pape lextrosa agar, paps-zsnahoria agar, hary
na de wafz agar, etc,tomsndo ¢l inSculo de un fres don-
de no exista caadbio pleowdrfico vars forzar la esporuly
¢16n 4el honzo ¥ tratar e recuverar las carscter{sti—
cas oririnales, Posteriosmente se subcultivan en Sabou-
raud vara obtener un desarrollo siailar al de 1la cepa -
original.

CABACTERISTICAS NICROSCOPICAS.

Se deben observar las sigutentes caracterfsticss ml-
orosodpicas: tivo y temafio del micelio; tipo, temefio y
forsa de las esvoras.

Para la 14entificecifn microsclpica se eaplea oy ai-

. erooultivo, que permite el crecimiento le los hongos o

bre wmn portaodbjetos. seta técnica evita que las estruc

turas del hongo se zodifiquen, pereansciendo sin altersg
se las carsoter{sticas de esvorulaciém.

g necesarioc sscoger un wedio de cultivo que promws-

va la esporulacifn del hongo, vor sjemplo wediocs pobres
en nutrientes, oome la papa dextross agar.
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AxTOLO.,

Se esterilizan csjas de Petri con un tridngulo de va
rilla de wvidrio, un vortacbjetos y un cubrecbietos en -
su interior,

£l medio de veva dextrosa azar se funde y se vierten
de 15 a 20 ul en una cata de Petri estéril; se deja so-
11dificer ¥y se corts con ayuds de un bisturf{, una cum--
drfoula de 1 cu de 1ado, quedando as{ bloques de agar -
varas seabrar los hongos. Cada dloocue de ager se sacs -
con 1a avidia de vinzas v se coloca en un extremod dael --
vortecbietos que se encuentra dentro de la caja de Petry
sobre la varilia de viario.

3¢ inoculan los cuatro lasdos del dloque de ager vor
vicadura con esporas y/0 fragmentos de micelio del cul-.
tivo emvleado vars 1la identificacién macroscépica. Con
las vineas, se coloca ¢l cubreodjetos sobre el bdloque -
de agar, aviicando una ligera vresién pars que se sdhie
ra s su suverficie. 3e afieden 1 o0 2 ml de sgua glicer}
neda al 10 € estéril con objeto de mantener wn wedlo a3
Diente himedo. Se incuba & tssueratara s=Mente (27.2n°C);
si el atua se evavora, se deben efiadir unas gotas nfis -
Tara evitar que el blogue ae sgar se seque (fig. 3.1},

£l cultivo se otserve periSdicamente para detectar -
creciuiento v esporulacidén. Cusndo esto sucede se colo
Ga dentro de 1la caja una torunda de algodfn satwrads con
forsol ai 10 § durante tres dfas pare provocar la suer-
te del hongo.



N
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taja de

Kl cubtrecbjetos se resueve con las pinzas y con el

bistur{ se aesecha &1 dloque d¢ agar adherido ai porta

o cubwechietos, onrtemtfnasse ass preparssisnes sicTosss

picas del hongo.

rleé. 1.1

*

varilla de vidrio

e bjetos

3.1.2.1

: blogque de

elgwmos cascs, especificamsnte en el euty
dio de ®¢ aifeults la obeer
mﬁuh-mump;
€we el celor negro de las espords ne te —
€istinguir 1a vesfoula sestemi s su alrede.
dor las oino que de 1a n 4o
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esporangios, como los del género Mucor.

fars eliminar este problesa, los alcrocultl-
vos no se tifien con eritrocine, sino que s8¢ -
"scilaran“ pera observar las caracterfsticas mi-
croscévicas. Al clariricarse se pusde observar
la vesicuia sostenienio a su alrededor las ests
rigmas que dan origen a las cadenas de conldias,
caracteristica de, género lus, los m-
crooultivos se aclarsn y montam con goma cloral;
el hidrato de cloral peraite el aclaremiento de
las estructuras v con la gons arfbiga las oremg

Taciones se sellan,

Elaborecién de une coleccién 1e oreversciones -
sicroscédpicas vermnentes de los hongos estudig
dos.

Se hlcieron varias preparsciones de cads hom
go estudisdo, con el objeto de que se utilicen
coso materisl didfctico en la Pacultad de Jufa}
ca.

Las oreparaciones se rijen, tifien y sellem -
tare conserverlas vermmneutesente, rotuladas —
con el nomtwe del hango.

N<T000,

Se mcen 1as wremsraciones con la técntos —
del microcultivo (sex. 67); se fijen con alschol
wetflico durante 10 min, Se tifen com eritroct-
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na durante 20 sin v s¢ lavan con afua corriente.
Se avlica alcohol etflico v se dela secar; se -
aplica x1lol ¥ se deja secar, Finalmente sé —-
montan con bilsamo de Cansdf, colocando encime

wn cubre o un vortaobietos, segfin el caso, de -
tal manera que no se formen burbujas de aire, ¥

se rotulan las orevarsciones con &l noubre del
hongo.

Para las vrevcersciones de Agpergiliue niger,
se vone una gota de goma cloral solre ¢l micro-
cultivo y se coloca encime un cubre o un ports-
obistos, sexin sea el caso, de¢ tal manera que -

no se formen burbujes de atre,

3.1.7, CARACTERISTICA3 3ICQJIMICAS.
Los honfos, a diferencia de las becterias, no pusdea
tdentificarse y clasificarse sedisnte remcciomes bioguf
nices cows ¢s la Teramntactifn de azfcares, pero pusde -

ser de utilided su sccifn enzinftica sotre diferentes -
sustrates.

' 4
2,1.%.1 Activided emilolitice,

Se deteraine en vlacas de agar almidén, reve
lande con lugel.

Z1 hongo se siesbtru en un 7 POT Piliver—
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cién en el centro de una caja de Petri con agar
almidén, Se incuba a temperaturs ambiente (27-
28°C) durante 10 a 15 dfas, hasta obtener wma -
esporulacifn abundante. Para obesrvar el resul
tado, se cubre la superficie de la place oon 1ln
gol; una zona clara alrededor de la colonia in-
dice hidrSlisis del alwidén vor accide de la --
auilssa: la zona coloreads de azul indica que -~
no hubo hicrélisis.

Aztividad celulolftica.

la activided celulolftioca del hongo se deter
mina vor su crecimiento en w mnedio que contieme
sales nutritivas, unae fuente de nitrégeno inor-

génico ¥y vavel filtro como (nica fuente de car-
bhono,

N<TODO,

Los tubos com medio de sales y tira de papel
filtro, se inoculan con frageentos de wmicelieo ¥
espoTes ¥ s¢ incuban @ towveratura smbiemte (27-
28°C) hasta obtener desarrollo. Conviene mamte-
ner lor tubog en wegielfn inclineds pare temer
myor superficie de contscto. los tubos se obeeg
ven verifdicansnte haste los 0 dfas de imowhe-
oifn,

La hdrflisis de 1ls celuloss p¢ deterwime -
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cuando al agitar los tubos, ¢l pavel filtro se
desintegra o se rowpe s ls nitad,

2,1.7,.7 Activided proteslitica.
a) Hidrélisis de gelatina.
Ia gelatine es une protefna formada por -
desnaturalizacidn del colégeno que puede ser
degradeda por la scciln de una proteasa.

'METODO,

1 homgo se sismbrs por picadura em tubos
con gelatina nutritive y se incuba a tempera
tura sabtente (27-28°C) durante 10 a 15 dfas.
3¢ consideran negativos los tubos que perma-
nezoan #flidos, en tanto que la gelatine hi-
drolizeda permmnece 1{quida, indicendo soti-
vided protecl{tica.

b) lLeche tormasolads,

Ia sctivided protecl{tica owsde determineg
s¢ en leche, medisnte la ccagulacién de la -
casefna, que puede degradarse hasta smonfaoc
y °°z cuwando la protedlisis es comsiderable,
1a ruptura del coldgulo forwmdo s debe a la
scumulacifn d¢

i 1a leche tornasclade tembiéa se deter-
uine sotivided sacarol{tioa, por la f




- 69 -

cifn del azfcar de la leche, en la cusl se -
produoe écido (#cido léctico) o fcido y gas.

BETODO.

Se inoculan los tubos con las cepas de ..
hongos ¥ se incuta a temperatura ambiente -
(27-28°C) haste observar csudios em 1a loshe
(10 a 15 dfas). Se mantienen los tubos e po
#1cién inclinada para favorecer ls airescian
del cultivo. Se observan los cambios que --
ocurren en la leche: coagulaciln, veptomiza-
eifn (d1solucién del cofigulo), acidez o alca
linlded, desgprendisiento 4de gases.

.1.%.4% Reduccién de nitratos.
Ia reduccién de nitratos a nitritos 3 wn —
Troceso que se lleva a cabo vor la entime redmg
tasa de nitreto, que poseen clertos hongos.

Se cultiva ¢l honeo en caldo nitrato dwrente
10 & 15 dfas & tesperatwra ssMente (27-28°C) -

2 yosicién inclineds para swsentar ls swperfi-
cle ds oontacteo, 3¢ toms

del cultivo o se aflsden directssmte al tubo --
gotas de #s1do sulfan{licoc ¥y wmas gotas de
dinstil-alfe-nartilevina. Ia svericién de wa
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colorecifn rosa a roja indice que el nitrato —-
fue reduoido a nitrito. Se hace un blanco.
Pasde suceder que ¢l organismo reduzca tame-
B los hitritos a mitrégeno o smonfaco; por -
ello cuando la reaccifn es negativa, se agrega
zinc pera reducir el nitreto remanente s nitris
to y entonces determimar si la prwedta es negat}
va 0 si los nitritos tambifn fueron vedusidos,

intibiosis.

Eata prusba se efectul fnicamente para la cg
pa de Penjcil] _ regristads como aislada del -
suslo, antiblosis contra organisecs grampositi-

El hongo se sieatwa en la parte omtral de
wa oaja de Petri con agar mutritive, formamdo
wna 1fnea; ss incuba a temperaturs s=dente hag
ta obtensr wn btuen desarrollo ladiu)rp-t.o-
ricrasnts se siestyan por estria las bactertes-
a probar; se inowtm a 77°C duremte 2% & 48 herms
y 90 oteerw la iahibicidn del crecimiexts bae-

(rg. 3.2).

Bacteriss itivas?

iis, B_getxilis .
Bactarias tivas: £,._cel},




Ll i B - U L LA

'.

- M -

3, dysenterise, P, aeruginosa v P, vulgaris.
FIG, 1.2
teria
hongo

3.2 Conservaciln de les cevas on solucién selins estéril.
%.2.1. Obtencibn de cultivos com abundente esporuleciéa.

La esvorulacién 1e¢ los hrongos devende en gran medide
del sustrato, vor tanto, s wedio de cultivo apresisdo
pare esvorulecida ¢s aquel domde se obtiene creciwmients
sicelial winiwo aconpafiado vor miziwo desarrolle é¢ las
estructures de repredwocibn.

Se probarcn tres wsedios de cultivo oom valor mwtrit}
vo relativanmnte bato pars indueir 1z essiaiasita we -
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los hongos y deterwinar cual permite la aayor esporula-
cién vosidble. Ademis se probaron msedios de cultive 1f-
quidos vy sélidos ners deteruinar en que forma se fesily
taba afs la otencidn de la suspensifn de espores. los
uedios de ocultivo vrobados fueron:

Infwsifn de papa

Caldo rave dextroea

Caldo extracto de malta

Papa dextross egar.,

Los hengoe se cultivaron en frasocos de centrifugs, -
@ lugar de tubos para reducir asf ¢l nfmero de cultie.
VOS mecesarios pars obtener suficiente swspensién de o
pores v tamtién redwcir un factor suy lwportante, que -
¢ 1a warisciéa de desarroilo que owede existir entre -
difereates cultives.

la cantided Sptima de medio de cultivo en ceda fras-
nmaclw-lvnmmnmmmsa-

4 -~

los frasees se imoculsm ecn sultives madwres (15 o -
aﬂ.ﬁM).M“m‘tq.d
fis del tnfouls sen medernio y 4o fxeas
de eresimi astive yare ssegurar que ¢l desmrrolle -
us e oo al d4e] cultive origimal. Les
m-mmumn-m«-m-
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yor suverfioie de contacto entre el hongo ¥ el nedio de

cultivo y savor airessifn. Se incubsn s teaperatura ag

biente (27-28°C) y cuando se tiene wns esporulacilm abup
dante, después de 10 dias de inoubacién aproxiasdamente,
se proosde s hacer la suspensidn de esporss.

Preversoién de la suspensidén de espores.

Para preparar la suspensifn de esporas €s necesario
que los cultives sstén completamente sadurce y posesm -
busna esporulacién. La susoemsibn se hace con solucifa
salina isoténica en lugar de agus destilada, n0dif1Ceee
c1én hecha por Benedek al =étodo de Castellanl para cog
servar oultivos de honmos.

Cusndo ol cultivo estf en nedio 1lfquido, se afitan -
los frascos vers desvrender las esporas de¢ la wase uice
11al; se delem revosar durante 0 min pars evitar la —
proyeceiln de aercecles y con la sywia de pinsas estir)
les se retirs la mase nicslial que se esteriliss pars -
evitar conteminecifn., Los frascos se centrifwgmm 30 min
a 000 rpu, © Vien se dejan sedinentar las esvoras dureg
te 88 a 72 h. Kl wedio de cultive se decanta por swoocida
con vacfc (fig. 3.7). Se hate un lavedo d¢ las esporee
selimsntades con solwsién seline fistolégica vars slimj
mar residuos de wedio que vuedsn interferir eu i simeocg

T
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nemiento, Se utilizan 40 ml de solucién salina pars hg
cer ol lavado en cada frasco; se centrifuga o se dejmn

sedisenter las esvoras. cl 1fquido sobrensdente se elj
mina vor succidn con wacfc vy se recoge en un matraz que
contiene solucidn de fenol al 5% vara evitar contaming-

e1én con las esporas que puedan transferirse.

FIG. 3.3

_4 weio

A

4 al 58
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Para hacer la suspensién final de esporas se aflade -
suficiente solucién salina estéril para lograr une con-
centracién de por lo asnos lo6 esporas/ul, es decir que
ss afiaden entre 40 y 60 ml de solucién salina estéril,
dependiendo de 1la cantided de esporas nresentes.

Cusndo el cultivo estf en medio s6lido se afladen de
&0 a 60 ul de solucién salina estéril a los cultivos, -
dependiendo del desarrollo obdtemido. Ls suspensifa de
esporas s¢ puede hacer de dos manerss: por agitaciln de
los cultivos con erena estéril, o por raspado del crecy
miento con viveta o con asa mtoolégica.

s, Por agitacién con arena estéril:

Ia srena debe ger tamizeda vara obtener partfcules
de un solo tawafio. Estes deben ser relati =
grandes para poder desprender las esporas de la mass
micelial. Se afieden wnos 6 g de arena. Ila arena se
coloca en tubos sngostos (de ferwentacién)
con papel china, de tel forma que pueda desyrenderse
féciluente pars dar salide s la arena. sste tubo se
introduse boca abejo en otro mfe granie (16 x 150 ),
s¢ tapa com algodén y se esteriliza. Para sfiedir 1a
arena, el tudo de fermentacifn se saca en ocondiciomes
esépticas y se desprende ¢l papel china, para vasisr
1s arens en el cultivo; se sgrega 1la solwsi saline
estéril y se tapem los frascos. Se sgiten oon ouidg
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do vara desprender (nicavente lag esporas de la masa
zicelial ¥ evitar que se rompa ¢l agar. Se dejan rs
Posar dc 20 a 0 win para evitar la vroyeccila de as
rosoles que se forwan al agiter los frascos. la sug
pensién resultante se transfiere a los viales de al-
sstenmmiento. ‘
b, Por reasvedo con piveta 0 asa:
Ia solucién selina estéril se adiciona ¥y las espo
res y/o frageentos de 3icelio se desvrenden por res-
vedura ligera de la superficie del cultivo oom la ==
uisma pipeta 0 bien con ¢l asa micolégica, teniendo
cuidedo de no romper el agar. la suspensién resul--
tante se transfiere a los viales de alsacenamiento.
la ventaja de explear un medio 1fquido pars el sult]
vo de los hongos ¢s que slimine la transferencia de mu-
trientes que puedan ir adheridos al sicelic y/o esporas
sl racer le suspensifn, ¥ que pueden Influir en el cre-
cimiento del hongo o faciliten ¢l vleomorfismo dursnte
el alwscenayiento en soluciln saline. Tiene la desven-
ta)s de que los frascos tlemen que agitars” muy visoro-
sasente y vuede hader orovecciln de serosoles 4on-—
vulls d¢ reccsar los frascos y se corre el veilgro de --
centaminacién,

En el sedio 9611do, 1a sritacifn vigoroes con arema
orevoce tawdidn el roesimiento del agar y por consigulen_
te, ls transferencis de vertfculas del wed:o a la suS~-



3.2.3.

pousifn de esporas: durante ¢l almaconsmiento esste we--
dio puede iafluir en el crecimiento del hongo, fecili--
tando ¢l plecmorfismo. Por tanto, la suspensifn de es-
pores s¢ prefiere heter mediante raspadurs ligera de la
superfiocie del cultive con ol ass estéril o con la mis-
®a pipeta que s¢ afiadi§ 1a solucién salina.

Envasado de la swepemsifn.

Es e ssta operwciln en la que Benedek introdujo dos
wodificaciones al mitodo de Castellani: em 1 de egma
destileds, swpled solwoién salina fisiolégics pars obts
ner la suspensifn de esporas; y en lugar de user tubos
convencionales tapados con algodén, para slmscemer la -
suspmsifn, eupled frescos viales oon capacidad eproxi-
uade de 6.0 ul y tapones de rosca. los frascos viales
deben ser grweecs para redusir la prodadilided de que se

3 pOT S 8¢ Tequisre POCO ESPASIO pars su
almscensmionto; y el material del tapin debe ser resis-
tents al calor de ls esterilizeciin. Adenfs ni sl ta--
p&nd“uh-mehlmmlumq_
unstmndas. Este problems se presents oom oepas de

que degpuis d¢ dos weses &p aluesensmiento pere-
clerea sin esuse sparemte.

Se demoetré que los tapones de rosse fusrom los res-
vousshiss, y» que al esteriliser les frascos viales y -

, Gesteparice, se desprenifa wn olor semelamte al del fo-

anl, hnlmmmmym.!
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tes oon agua corriente durante tres dfas, pero no se b1
sré eliminar el peculiar eler. Se procedid entonces a
utilizar otros tapones de rosca que no desprendiersn A
vores téxicos por efecto de la esterilizacién.

Para el envasado, los viales se identifican debjda--
wente, coloocdndoles una stiqueta con el nowtwe de 1a o
va {(género y/o especie) a que pertenccen.

Después de hader efectusdo un lavado con solwsién Y
lina estiril de 1a suspensién de esporas resultante, - |
ra eliminar la trensferencis de partfculas de wedioc de
cultivo, se afisden 3.0 ml de esta suspensifn s cads vial;
nummoltwﬂammmhﬂmmﬁndnq-
7 #¢ almcenan en la obecuridad a temperatura bMeate,
Se prepararon 50 viales de oada copa.,

de 1a estadilided de¢ las oepas oonservadas .,

fates de proceder al almecenaniento se determing la viamaly

Muhmibdomnnmtndooimml-.
hnmnu«mmamahmmme-utg

ttny_nmmhmnomdmul

uieuto & diferentes intervalos para valorar ssf 1a eficecis del

Mﬂrsmmnmum.mnm.

h“tﬂulmcmﬁruhm&mm

& solwoién saline fisioclégice (fix. ‘j.b).
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PIG. 3.h

A 44

1.0
suswensgifa 9.0 ul
de sspores
Se prustan las diluciones sigulentes: 10'2, 10'“, 10'6, -
1o'° 4 10‘“’. sdenis de 1la suspmsién original.

is viahilided se evalfs colocando  gotas de la susnensifn
oTigizal, o de la dilucion que corresponda, &2 una cajta de Pe-
tri con wedio de 3abourand dextrose agar. Ia caja se inclina
veraitiendo que las gotas corran a través de la suverficie de
agar ¥ se forden 3 1fneas. Aends se sientwran 2 gotes de la -
suspengién en un tubo con 10 nl de Caldo Sabourand, vara detec
tar creciviento ufniwo,

Cada 24 horas se reviss el crecimiento de 108 cultivos, has

ta observar el inicioc ie su esporulacibe. Se cuentan las colp
nies forwsdss y se evalia de ls siguiente mmesm:




- 80 -
Desarrollo abundante sxcelente (£)
50 a 100 colonias/linea Muy bueno (NB)
10 a 50 colonias/1{nea Bueno (B)
S a 10 colonias/l{nea Begular (H)
10 o wenos colonias/placa Pobre (P)
Crecimionto solo en caldo Solo en caldo (9C)

il:ng&: erecimiento, nl en
S dads (¥)
agar nl en oaldo.

Los cultivos que den un rango menor que R no se consideran
satisfactorios vara ¢l tiempo que se estén probmndo, y 21 wé--
todo de PreeeTvRcion no o8 recoRInUAfie, teniendio gue recurrir

_a otro als eproviado.

3.%.1, Pureza,

Para descartar la posibilidad de couteminecién bacte
riana en los viales, se depositan 2 o 3 gotas de la sug
peneiln de esporas en Caldo Cerebro Corseén y se incuba
a 37°C durente 72 h, 31 hay becterias presemtes em la
suspensiln, se descerten los viales y el proceso de cog
servecién se debe iniciar nusvamente,

No se considerd conveniente la vrictica de suspendsr
iss esporms en solwciém de pemiciline y estreptomicine
dwrante 24 h, antes del envasado, para prevenir ls eom-
taminacifn becteriena ya que ¢l wso de medics o wétodos
selectivos, so= 22 2l sass, putls les contg
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minaciones haciendo que pasen inadvertidas,

£1 tener cultivos conteminados y no percatarse de -.
ello, serfa absoclutamente indegseadle en un Cepario, por
10 que se establecs como regla general, que todo culti-
vo deDe estar puro y pasar satisfactorismente todas las
prucbas corresoondientes, amtes y durante la conserva--
cién. De no ser asf, debe purificarse antes de someter
1o a conservaciln o desecharse todo ¢l lote y repetir -
el proceso cuando el cultivo pase satisfectoriamente to
das las pruesbas de pureza.



&, He3ULTADOS.

4,1 verificacién del género y especie de las cepas de hongos estu-
diadss antes vy después del perfodo de conservacidn en el méto-

ao seguido.
w,1.1 Gdnero Agpergillve.
8,1.1.1 {patégeno).
Se verificé su idemtidad,
“.,1.1.2 Aspergillive {patégeno ).

Se ¥erificsd su ldemtided,

«.1.1.3 sppergiilus ochreseus.
Se verifictd su identidsd.

8.1.1.% niger

Se wverifico su identidad.
®,1.1.5 niger E8-1.

Se veriricd su identidad.
8.1.1,0 1  njger &&-2.

Se verificd su fdentidsed,
8.1.1.7 niger £4-3.

e verificd st identidad,
%,1.1,9 giger (Ceva #5).

3e verificé su laentidad,

8,1.2. h Pemictll: .,
8.1.2.1 ]

3o veriried eu identided,
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'.10.

“.1.2.2 Penjcilliium sp. (oroductor de sntididtico, cepa
¥ 13).

Se verificd su identidaed.

4.1.2.+ Pepjcill] sp. (oroductor de antiblético, cepa
¥ 16).

Se verifico su identidad.

%.,1.2,4 Penjcilll  sp.
de veriricd su ldemtidad,

8,1.2.9 11 gp. {atslado del suelo).
3e verificl su identidad. 3e tenla inforsscida
no confiraada de que esta cepa vroducla antibig
ticos, por 1lo que se realiraron las pructas de
antidlosis descritas en la téenica do. 3.1.7.5.

k,1.2,.¢ $2. (aislado de lécteos en descompp
siciémn).
Se verificS su identided,

Género s .

®.1.9.1 Geotri _  sp.
Ss verificd su identided.
utnero 2pecilogyces.
s.1.e.1 Paecilouyces gp.
Zsta cepa estata clasificads como

la morfologis no correspondia al -

glaero - la 1dentificeciin de la oo-
e en &1 género se basld pri=sipal-
senate en las caracteristices eas3 08~

tructuras de reprodmcetila.
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&.1,5 Género Alterparia.
2,1.5.1 a 8p.

Se verificéd su idemtidad,
®.1.6 Ginero .
4.1,6.1 Helpinthosporjum gp.
Se verifict su identided,
4.1.7 Género .
8.2.7.12 ollxogvorys.
Se veriricd su idemtided,
8.1.7.2 Sp-
%stes céva estata clasiiicada como Nusor gp.
Aabos gineros son semejantes mecroscdplcamense,
PeTO difieren microscipicemente, porque
Presenta estolones, esporangiéforos no ramifiog
dos y risoldes (hifas en forma de rafs), siemdo
los rizoides, las vrincipales estructuras por -
h-qnulntmtm-mduuhﬂnr-i
1as que s¢ tmsd su identiricacién.
4.2 Conservacién de las cevas en s0lwcién seline estéril.
4.2,1 Cbtencifn de cultivos con stumdante ssporulacifn.
locrualtduquuobtcucmmlumuhg
um-ocnluuuudcmnnquumm
Mumlhammmmm:
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4 los cinco dias de incubacion,
MEDIC DE CULIIVO
Caldo extracto Caldo papa Infusién Papa dextrosa

de walta dextrosa. de papa. agar.
Bsiger. ++ + + >+
0. * -~ + -
2. + » + -
8- + + + *
A los 10 afas de inoubacién.
. >+ S - *+4
2. g s + +
p. -+ e - +t
sp- +e *e, ** +++

A los 15 dfas de incwbacifm no se obtuvo variscifm em
ol assarrollo d¢ los cultivos. Los medios nfs erectives
para produsir esporulaciln abwndsnte fuerom ¢l caldo ex-
trasto do malta, caldo pama dextrose y papa dextresa
el medio de intwsién de veva ful ¢l que produjo Bemor --
cantided d¢ mama wiealisl, pero la esvoTulacion no fub -
—y .

41 seldioc que o¢ considerd el wfs adecundo para ottensr
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cultivos con abundante esporulacidn rue el de vave dextrg
S& Agar.

frevaracitn 4de la susvensidn de esvoras.

La susvension de esporss en soluciém salina estéril --
se hizo vor rasvedura ligera del crecimiento con oipeta o
asa aicolégics, afiadiendo entre 40 a b0 mi ae solucibn -
salirs estéril para obtener una concentracidn de vor lo -

()
menos 10 esporas/ul.

Los resultados que ge odtuvieron cor A, niger y Penje}-
1ljus sp rueron los siguientes:
4, njger
Susvension de esporas con 50 ml de solucion salina esté--
rii,
mlvcidn I'ioo cde desarrollo

Suspensifn original czcelente
10'2 szxcelente

=
10 sxcelents

-
10 cxcelente

-3
10 Aprox. %0 colonias/lines
10710 Aorox. 50 coloniss/lines

Una linea oroviene ie¢ una gota de la susvension o di-
lectifn, v es svrorimsdsmente igual a 0.0%al.
51 en la cilucién 10'm ray 60 coloniss/linea:
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00 oolonias - 0.05 nl

X 1.0 ml
11200 colonias/ul en la dilucién 10719,
For tamto, en la suspmsiém originel hay:
1200 X 10~1%12 X 1012 egpores/al.

2R
Susvensifn de esporas ocon 50 ml de solwoifn saling esté.
ni.

MNlucién Tipo de desarrolle
Suspensién original Excelente,
102 Excelents.
107 Aprox. 100 coloniss/lfnes
1078 Aprox. 60 coloniss/lfnes.
10°° Aprox, 25 ocolomiss/limea.
10-10 Magdh cresimiento,
%1 e 1a dilwiba 107 existen 25 colonies/1fwess

25 coloniss 0.05 =l
X 1.0 m1

%=500 colomias/al em 1a 41lweién 10~0.

- for tamto, en la swspmnsién original hey:

500 colomias X 10"8-5 X 10“ eoperasn/ul.

da de 12 viabilided ¥ sotividad Diogufnica.

Ia visbilided de los beugos en solwsifa salims

sstiril se determiné al wes, dos weses, tres Bewes, 9l 2oese

ry




A

7 2% meses 4¢ almecensmionto. Esta se determina hasta que la
esporulacifn se inicla;: adeands se deternine su puresa y 1a oog
servesifn 40 sws caracteristicas morfolégices y bloquimicas.
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DATOS Dk CONERVACION.

siombtrs de la ospa. ASDergillus :lgvus {(patogeno).

PFecha de sieubra, 21/Sevtiembre/1979 Fecha de cosecha. #/0ctubre/1979
VIAGILLDAD
degouls de
Al envasar 1 mes 7 meses 6 zeses 29 aeses
Susvension de ssporas ™ & L & [
"luolén 1072 " e e a N
- 10-“ z & . & e
- 1o‘° [ 'Y [} - &
- 10-B £ L < X L
= 1071 e e e - s
PURIZA 3atisractoris atisr, Satisf, 3atisr, detisf.
CARMTeRIITICAY
NORPFOLOGICAS, . Satisfactorias Jatisf. 3atisf. 3atisf. Satist,
AzoquInica
niardlisis almiddn - - -
- celuloss - - -
. gelating + * *
lsche tornascliada Alcalinidad Alcalinided Alcelinidad
Coagulacién Coagulacidn Coagulacién
Prod. ae gas frod. de sas  Frod. de ms

fedusocifp nitratos
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DATOS DE CONSERVACION.

soabre de 1s cena,

Aspergillue fumigstus (oatézenc).
Fecha de siendra, 13/0ctudre/1979 Fecha ie comecha, 29/uctubre/1979
VIAAILIwvAY
desouls ie _
Al envasar qes 2 meses 5 meses 27 mpeges
Juspensidn de esporas - = ) - &
yilueibn 10.2 L = 3 P z
- 1']‘“ & & - - -
- 10-6 2 - B L A
- ﬂ}l'8 z = . & z
» 10-10 o P = ° e
g
PURCZA jatinfactorys 3atisl, Jatisr, jatisf, Jatisr,
CABRACTERIITLICAS
AOAFOLOGICA3 Setisfactorias atisf, Jatisr, 3atisf, mtisf.
BIOQUIAICA
E11ré8lisis »lutién - - -
od ¢=luloss - - -
- relatina * + +
iscrne tormasolads Alcalintdaa Alcalinidad Alcalintdad
Cossulacién Soagulecifn Coagulecién
Prod. 1e ras rrod, de gas fFrod, de gas
getweeiln nitratos - - -

i




Bnd ' S I

- 9% =

DATOS DE CONSERVACION.

donbre e 1a cema. Aspersillus gchpaceus,
Fecha de siemra, 13/0ctubre/1979 Fecha de cosecha. 30/0ctubre/1979
VIASILIDAW
jexvuls de
Al ervasar 1 mes 2 meses £ neses 23 ueses
susvensifn de esnoras : IS - s <
Nnlacién 10.2 c e 3 & 3
. 13.“ ) = & s . 3
- 10'6 - - & - &
et !O-a ) FA - s &
- 1-‘)-‘9 s & & F A o
r PURL ZA Jatisfactoria 3atist. jatisf, satisf, satisf,
CARATTSRISIICAS jH
NORPOLOVICAS ., 3atisfacteorias  3Jetisf. atisf. 3atisf, 3atisr.
SIOQUIAICA. ‘ J%
S1drélisis almidén - - -
. celuloaa - - -
. xelatine ' + + *
Leche tornssolada slcalinided Alcalinidal Alcalinidad
Froa. de ens Prol. 3 ma brod. 3e gas
Beduccién nitratos -
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DATOS D& COMNSERVACION,

#o3bre de ls ceva. Agvergillus niger. F
Feghs de sleaors, 17/3eptiombre/i979 recha de cosecha, 2/Uctubre/1979
VIASILIuAL
desouls de
Al envamar nes 1 neses 5 weses 29 neses
susomeidn de egvoras & 2 = ) &
Aluetdn 107 2 : 2 : &
=l
- 10 Y - = a a
. 10'° & & o s -
bl 1'3.8 =z s - - &
- 10‘10 L & - s
N
PJMaZA Jatisfactoria Satisf. Intisf, iatiaf, Jatisf,
CARACIRISTICAS
AOurCLOGICAS, Jatisfactorias Satisf, Satisf. Satisf, stisf.
oIOtuiXICA
Ztdr8lisis almiién - - -
- melatine * + +
leche tornasoleds Aciiez hcides acidez
Coamlecifn Conrulscife Cosgulssifn
Prod, de s Prol, de zas jrod. 4¢ rus

Setuccifn nitretos

o\

dr

L5
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DATOS D& CONSBRVACION.

lombre de 1»s ceva,

Fecha de sienbrs, 17/3eotien>re/1979

Aspersillus niger <%-1.

fecha je comectra, 2/0ctubre/1979
R

VIAALIvAY
desnuldr de
Al envasar 1 =mes 9 reges 5 meses 29 nesen
Junoemaién de esnoras c e o - L
Viluoién 1072 s Z . e -
. 1 0-“ P s - t s
. 10'6 3 = s [ s
. 1 0":l ) 2 - s z
bl 1 0.1' ° & - = s
PlRela satisfactoria Satisf, Satiaf, Setisf, 3atisf.
CARACT3RISTICAS
A0SFOLOGICAS . Satisfactorias Satisf. 3atisf, iatisf. jatisf.
STOYVINICA
. seluloss - - -
. Felatine + * +
Leche tormasolads Acidez Acidez Acidez
Coasgulecifdn Coagulacién Coaxulacifn
Prod, de ms Prol. de sas Frod, 4e¢e mas

Reluccidn nitratos

W e g
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DATOS
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D CONSAVACION.

Nowrre Je la ceva. Asvergillus njiger =d.2,
Feche 4e siexbre. 17/3entierbre/1979

reca de cosecha, 5/0ctubre/1979

VIAZILIDAV
despuda e
Al envasger "1 mew 7 neses S meses 29 tneges
Juspensién e esporas & - = - ')
Hluetsn 1972 : . s . .
- 10-“ - - - - -
. 10'6 3 - - - -
-3
- 19 - . - -
= 40~"? ) . - ; .
F LB A satiefactorin Satielr Setlef, Satial, ntisf,
CASASTULRIZDICAS
£Lge OLC SICAS , mtisfactorias Setisf. P 34 Sk a Satisr, amt\ef,
IISAIIRICA
A1 irSlisie almyi8n - - -
- celuloen - - -
- relatine - - .
Leche tornaszolaia Alcsiini iad Alcaliniisd Alcalinidai
Coarulecién Cosrulacién Cosgulacifn
’rod., e s Proid. 1¢ rex Prod, de gas
il

o e

LY T T A
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DATOS Ds CONSESVACION.

Nowore de la ceova,

Aspergillus niger =¥.7?,

recnu ue gieaora. 17/ieptieuiare/ 7 Fecha 10 cosecha. J7vatuoresiy?yy
VIASLLLVaY
' uespuda as
Al envasar L nes 7 neses 5 meses 27 aeses
susownsgidn ue esDOras . L & & &
Vilucien 10°° s e = s :
- 10t = - B . a
- 10.° a ) (3 X a
-5 - -
- 1 - s c z o
- 10-!0 A £ = ') &
Satisfactorta Satisf. Setiafr. Satisf. Satisf.
CARACTRRTYSTICAS
CAS Satisfactorias 3atisf, atisf. Satisf, Satisf.
o0UIAICA
b celulosa - - -
» gelatima +* + +
lachs tormmsolasda Alcalinidad Alcalinidad Aloalinided
Coaguleacifn Coagulecidn Cosgulaciéa
Prod, de gas Prod, de gas frod, de gm

Redwocién nitratos

Fare
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DATOS DE COMSERVACION,

doabre de la ceva.

1  njger {cepa #5).

deduocifn nitrstos

Fesha de siembra. 14/:nero/1980 recha de cosecha. 29/cnero/1980
VIASILILAD
desouds de
Al envassar 1 mes 2 meses 1 peges 2% wnages
3usoenstidn e esporas KX = 3 - &
-2
Utlucifn 10 £ 2 = 2 S
-l
- 19 s P L e s
- 10.6 - = - - &
. ‘ID.a - 3 - & &
» iﬁ.to = c 3 = ')
Hf PUasiA iatisfactoria intisf, mciar, istief, Satiel,
CARACI-RI 3LICAS
- BORFOLOGICAS, mtisfactorias satisf, iatisf, ntisf, Satisf.
olO4ulMIiaA
H11rSlisis aletdén - - -
- celuloss - - -
. relatine - - -
Leche tornasolsis Acidez Acider Acidez
Soarulscién Loagulacidn Coagulecidn
Prol, de mns frod. de gas  rrod, ae gar




DATOS DE CONSEEVACION.

Houbtre de la cepa. . 1
; Peoha de siemdtra. 18/0ctudre/1979 ‘Fecha de cosecha. 29/0ctubre/1979 1
- ' R
despude de
Al envasar 1 mes 2 neses 4 neses 28 seses
3 J Suppensifn de ssporass B E B 4 5
55 Dilwidn 10~ 3 g 5 5 L
7
. . 10+ 2z 5 c : 8
.i_ - 10'6 E B e Y B
- . 10°8 E 2 £ E 2
3 « 4010 z 5 £ 5 P
3 r Satisfactorie  Setisf. Sat1ef. Satist. Satisf.
CARACTXRISTICAS .
CAS., Satisfectorias Satisf. Satisf. Satier, Satist,
SI0QUINICA
Mdaréiisis aluidén - - -
* - oslulosa - - -
il *  gelatina . . .
= leshe tormessclada Asides Acidesz Acides
. Coasulact fn Coagulsoif= :?hua
Prod. de gan Prod, de gs « 40 gos

. sitratos -

t

W Fae Fo
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UATOS DE CONSERVACION.

Soubtre de 1a ceva. Peniciliiye go. (oroductor de sntibiético, ceva #1%).
Pusha de siembra. 28/Febrero/1980

Pecha de cosecha, 17/Marzo/1980
vt
VIABILIDAD
despuls de
Al envasar 1 nee 2 neses 27 068

Suspensifn de¢ esporas £ £ a Moelio estéril
Dilwoide 10°2 £ " : soelic estiril

o 107 e 5 g Mocello estéril

« 107 . . 8 Mcelio estéril

- 1o"° = s 3 Micelio sstéril

o 4010 3 : o Mcello setéril

o
PUnidZa Satigfectoria Satisf. Satisf, Jatisf.
CA3
CAS Satisfactorias Satisf, Satisf,

STOQUINICA

HidrSlisis slsidéa
® . ocelulose
- selatine

Leche tormasclada

Setwesifa miteatos

Acldez

he

TR
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DATOS DB comacxg.
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I

Jomtre de le ceva, Penjcllljum gv, (oroductor de antidistico, ceva #16).

J"P

Betuoolén nitretos

Fecha Ae sievtra, 28/Febrero/1990 Fecha de comsecha. 17/Xerzo/1930
VIASILIUAD -
despuls ie
Al envasar 1 mes 2 meses 27 geses
Susvenstén de esvoras e S 2 Micelio estéril
Dllue1én 10°° 43 48 43 #icelio estértl
- 10‘,‘ 43 I3 "3 Jicelio estérid
" 10'6 3 3 8 Alcelio estiéril
» 10~9 3 B 3 Jicelio estérii
v 10710 M ) a Mecelio estéril
PURIZA Satinfectoria 3atief. 3atisf, atisf,
| CARACTRISTICAS
ROAFCLOGICAS. 3atisfactoriss 3atisf, Satisf,
.
3I0qUINICA
EldrSlisis al=idisn -
- celuloss -
- selatine +
ischa tormasolada Alealinidad
Comvulecidn
Pro2, de sas

[ Y

Y D

St d
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DATCS DE CONSERVACION,

domvre de 1la ceva. Jemicillius sp.
Fecha de siematya. 14/cnero/1980 recha & cosecha, 29/:inero/1940
w
VIAAILIOAD
desnubs de
Al envassr 1 mes 2 neses 1 meses 25 =eges
. Susoensibn dc esparas o & o I3 e
" Alucidn 10 & & 2 & ]
", ]
; > 10™ c . e ,
L & o 3
53' - [ - a
=§aa‘, S & & B i
;t 3atisfectoria Satisl, Satisf. Satisf. datisf. 4
5 CARACTSAISTICAS
Y. Satisfpctorias Jatisi. 3atisf. Satisf. Satist.
. o "
- Mérélists alwmidén - - -
xS *  celuloes - - -
) . . felatine + + *
- ische tornmsolats Acidez Acliez Aciliez
Con"alacién Coagulacion co.gnuuan
s Prod. de ms Prod, 1e zss . de xas
;-;,% Seduscifn nitratos - - -
'f |

- :I



- 101 -

DaTOS DB Aclom,
Soubtre de la cepa. gp. {(aislado del suelo),
Pecha de stembtwra. &/Pebrero/1980 Feooha de cosecha. 22/Febrerc/19%dv
VIABILIDAD
Al envagar 1 ues g.::: ae 24 neees
Suspensién de esporas B E 3 B
Dlwoién 1072 : E £ z
3 g g |
[ 4 E E |
£ E E ?
4 E 2 | 4
Satisfectoria Satisf. Satisf, 3atisf.
Satisfactoriss Satisf. Setief, Satisf.
* +
Aoldes Acides
Prod. de gne - e

N



ANTIBIOSIS

dacterias *rammositives:
3. faecalle

B, mersteriu

3, subtilis

3. luteus

Sactertas rrammesotivue:
a. coli

3. tvohnss

3, dysentariee

P, «eru~inosa

. valmaris

=172 -

Al envagar

4

1 wes

SCol. Pentcillium sv, (alslado

suel~),

Aespues e
2 magaw

24 =gger

1el
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DATOS Do CONSERVACION,

wrere/1330

Xombre e 1a cama. Panizilltus go. (alelnds e lécteos e» tescomnosicién).
Fecha de sieahra, £/Fe

aerincecifn nitratos

recha de cosecha, 22/7ebrero/1930
VIAAILIDAY
teqnuls e
4] envasnr 1 -es 2 —ages 2% mages
Susnemsifn e esporas 2 - o P
-2
vilusiéa 10 a c - o
-l

" 19 z - e

b 10-6 3 K1 . *

- 1 . . . R

JRL A - . - ?
PUt=ZA jstisfactoria iatisf, jatisf. 3atis’,
CARACTeRIITICAS
| LCICAS. iatiefacraving ntisf. 3atisfl, Jstisf,
BIOQUINICA
mMarélisis al='4n . *

- celulosa - -

" relatina - -
Leahe tarmasaladas Astter Acliez

Coamlactén Coarulacibn
Froi. 1e s rrot, e ras
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DATOS DE CONSERVACION.

Joabre 1e 1la cemn,

recha ia giembra,

geatrichm sn.
15/3ovientbre/1979

Fecha de cosecha, 5/.1cleabre/1979

VIASILIOAL

Al ewracqr

Asanyfe de

' mes ? mgwneq 5 =mges 27 meses
Suenensién 42 annnrae 2 : 5 2 2
-
Jiluzién 10 2 - = < F
bt 10-“ - % - i r
- 10™ 2 23 43 - £
-
- 10 E = 2 ? 'S
- _}g-1ﬂ A 2 3 7 r
eJdazfA Aatisfectoria Satief, ti=f, intisr, attel,
CASAC D o+ISTICAS
AP 0Li: 3[CAS, satisfactorias 3atisf, Iatiel, Istist, jatisf,
cICIJIAICA
d14Arélisis alwidon . = - -
. celnlo=a - - -
. gelatine * . *
Leche tarneenleda Lomrulacion Soarulmcifn  Cosrulacién

Beduceifn ~itrestos
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DATOS DE CONSERVACION.

AR W

Now®re de 1a cena. Paecilonyces 3p.
Fecha de siembra. 6/Fehrero/1340 Fecha de cosecha. 26/Fetrero/1930
ViAsiilob desouds e
Al envasar 1 mes 2 meses 24 veses
jusvension de esvoras B = 2 4tcellio estéril
V1lve1én 1072 = z - Micelio estéril
- 0 - F 3 ¥icelio esteril
" 155 O s 3 ftcello estéril
i 10" S g it d1celio estéril
= i5~'"? - = ] ficelioc estéril
P A atisfactoria Satisf, Intisf, jatisf,
w&ég?“ Satisfactorias 3atia=f, Satisf,
SIOQULNICA
Hidrolisis alsidon -
. oelulosa -
. gelatine -
Lache tormasolaia Alcalintamd _;
Coarulacibn ‘
Prod, de »as
Retuocibn nitratos -
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DATOS DE CONSERVACION.

R AL AN & o AUIS SR A A

#,

Nomtre de la ceve, Altermarig sp.
fecha 2e siemwbdra. 13/0ctubre/1979 recha ie cosecha. ?0/0ctutre/1979
VIAGILIDAD
Al envasar 2 meses 3':3:2 3 2% =neses

Suspmsién de esnoras e e o >
Nlueién 10-2 3 A3 43 ?

. 107 a P P ’

" 10-6 2 P ' A

- 107 ] a4 B d

« 1071 ? d i b
Edsksdh datisfactoria Satief. Satisf. Jatisf,
CABACTARIITICAS
AJ2aFOLOGICAS, atisfeactorias Satis?, 3atisf, 3etisf.
BIOJVINICA
H1drflisis alwidén + . +

. celuloss - - -

. gelatine - - -
Leches tornasocladas Alcalinided Alcalinidad Alcalinided

=l ZRRE, SRR

Beducoida nitratos -

hl'.-. Jﬂl.x*# o
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DATOS DE CONSEEVACION.

Sowbre de la ceve. Helsjnthogporium sp.
Fecha de siembra, 15/0ctubre/1979 Fecha de cosecha. 30/0ctubre/1979
VIABILIOAD
deapués ae
Al envasar neses 6 neses 20 neses
3uspenisifn de esporss E £ & g
Dilucida 10™2 K 5 E P
. 107" " ? P P
. 10~0 8 P P |
- :c"" 2 P b -
. 10-19 & N i N
Satisfactoria 3atisf, Satisf. Satisf.
CARACTERISTICAS
Cas. Satisfactorias Satisf. Satiaf, Satis?f.
BIOQUINICA
Atdrélisis almidin + . *
- “m - - -
- . gelatine - - -
Sefnasoleds Alcalinicad Alcalinidad Alcalinided
Coagulacién Coagulacifn
. PFrod, de gas Prod. de gas Proa. de gas
“ seawseifn nttratos - - -
ARy

iy S S
e NN

Py

i



T
M

Medwecida mitratos

- DATOS DE COMSERVACION.
I Jombre de¢ la cepa. lbizopus gligosporum, '
L Feoha de siembra, 6/Febrero/1980 Fecha de cosecha. 22/Pebrero/1980
viaalilmy despuls de
Al envassr nes 2 moges 26 weses
SuspensiSn de ospores g £ £ 3
Mlweidn 10 z " E P
- 1w E B £ 2
. w2 c . E & B
= iﬁ-s ) o s R
. 10710 B & £ P jJ
Satisfeactoria Satisf. Satisf. Satisf.
CARACTERISTICAS #
. Jatisfectorias Satisf. Satisf, Satisf,
STOQUINICA —
marélists almidén + +
- oslulosa - -
. gelatise - -
Leshe tormesoleda Aloalinided Aloalintded
bref e gne Trod.2e o

L ob o | N
o i&;&ﬁﬁd&\il P
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DATOS DE CONSERVACION.

Norbre de la cena, HhizZopus sp.

recha de siembra, 15/Xoviemtre/1979 Fechn 4e cosecha, 5/uiclexmbre/1979
VIABILIUAL
Aesvuéls de
Al envasar 1 mes 2 meses 5 meses 27 meses
Suspensidn de esnoras & e & e '
Dilucién 10-2 L c & c c
- 10'“ e e '3 & a3
- 1 0'6 X 4 z e 3
L] 10“‘ 2 c [ £ B
- 4010 £ £ L e P
PUac.Zh Jatisfactoria Satisf. Satisf. Satisf. 3atisf.
CARAC eni3 i i0A>
NORFOLOGICAS . Satisfactories Satisf. Satisf, Satisf. Satisf.
BIOQUINICA
Hidrélisis almidén + + +
. celuloss - - -
Lache tornesolada Alcalinidad Alealinided Alcelinided
Coagulscién Coagulacifin Cosgulecifn
Prod. des gas Prod, de gas Prod,. de gas

Seduootdn nitratos
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§. COXCLUSICHZS Y RaCOHaiNUACIONsS.

£l método de conservacifn de hongos en solucién salina estéril san
tisne inalterables tanto las carscter{sticas morfolégicas wmscro y
microscfvicas como las carmcter{sticas bioqufuicas de todos 108 ~-
ronwos estudisdos, desovuls de dos afios de alwacenamiento,

Este es un nétcdo excelente vare conservar los hongos hasta por ve
rfodos de sels meses, sin oérdidm de 1a viabilidad,

Pare las cemas de]l zénero Asversillus, este método mantiene 1a vig
b1lidad oririnal kasta nor mfis de dos afos, vor lo oue se considera
un nétodo idesl.

tn las cevas de los réneros: Alternaris, Ceotrichum, Helainthospo-
Iiwm, Penicillius v Bhizoous existe disminucifn de la viabilided -
desovuls de un nerfodo de almacenariento de dos afios, vero esta dig
mimucién no se wanifiesta en les susvensiones oririnales, sino s -
nartir de 1la 41lucién 10‘2. vor lo cual el wétodo puede considerer
se splicadble, aunque no idesl.

La desecacién de les esvoras conteniias en los viales ocasione pip
dide de la esnorulscién en les cevas de los géneross Pemjejl]l] -
ge. (oroductor de antibiético, cema #17), Penjcilijum sp. (orodwe-
tor de antidético, ceme #1£) v Boasilogeces 55 cWimidndose finmog
wonte micelio estéril. :sto hace i1ndispenssble 1a revisién verié-
dioce 4¢ los viales alnatensios Dars revoner ¢l agum evaporada,
Comsiderando que la labdoriosiiad del méftodo es comvarable a la reo-
oweride sere ¢l procesc de 1iofilizacién se recosiends qus, cusnde
¢ ousnte oon ol equivo y versorml sdecuados, se liofiliocem 108 -
houros, y» que este §1tivo 9ftodo permite conservar las cepss por
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tiempos ufs nrolongados, sin necesidad de agregar agua a 108 Vige-
1es para evitar la degecacién de éstos. 1o cual representa trabate
: y riesgo de contsmsinacifn,
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