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RESUMEN

La criopreservacion de hongos Ascomycetes es fundamental en el mundo actual, ya que la
potencialidad de estos microorganismos es marcada tanto en la biotecnologia como en la
investigacion, de ahi la importancia de contar con colecciones bien conservadas que
cumplan las premisas de un buen proceso. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
viabilidad de diez especies de hongos Ascomycetes criopreservados a -20°C, -80°C y entre
-20°C y -80°C. El método requiri6 de una incubacién en crioprotectantes, seguido de un
proceso lento de descongelamiento en bafio maria a 37°C con el fin de evitar dafos
celulares por la cristalizacion del agua. Finalmente fueron colocados en medio de cultivo
MEA para evaluar el potencial de recrecimiento. Se logré determinar que el glicerol a -80°C
es el crioprotectante mas adecuado para este grupo de hongos, ademas se logré obtener
informacién importante para criopreservar de una manera idénea otras especies de

Ascomycetes asi como otros grupos flngicos que sean de importancia para la ciencia.

Palabras clave: Crioprotectante, temperaturas, viabilidad.



ABSTRACT

Ascomycetes fungi cryopreservation is essential in today's world, as the potential of these
microorganisms is marked both biotechnology and research, hence the importance of well-
preserved collections that meet the premises of a good process. The aim of this study was to
evaluate the feasibility of ten species of fungi Ascomycetes cryopreserved at -20°C, -80°C
and between -20°C and -80°C. The method required an incubation crioprotectantes, followed
by slow thawing process in a water bath at 37°C in order to prevent cell damage by water
crystallization. Finally they were placed in culture medium MEA to evaluate the potential of
regrowth. It was determined that glycerol at -80°C is best suited for this group of fungi
cryoprotectant addition it was possible to obtain important information in a convenient way
cryopreserved other species of Ascomycetes fungal and other groups that are important to

science.

Keywords: Cryoprotectant, temperatures, viability.



INTRODUCCION

Los hongos Ascomycetes son muy importantes ya que desempefian un rol importante en la
descomposicion de sustratos organicos y actlan como mutualistas, parasitos y patdégenos

de animales, plantas y otros hongos (Brodo et al., 2001).

La preservaciéon de estas cepas de hongos, asi, como la informacién de referencia para la
investigacion, requiere que los cultivos almacenados permanezcan viables durante largos

periodos de tiempo y sin ninguna alteracién morfolédgica o fisiologica.

Para preservar estos hongos, el continuo subcultivo, el almacenamiento en aceite mineral o
agua es generalmente utilizado, pero estos métodos son propensos a contaminacion, no
garantizan la estabilidad genética, morfologica o fisiolégica de los cultivos por periodos
prolongados de tiempo (Burdsall & Dorworth, 1994; Ryan et al. 2000; Smith & Onions, 1994).

La criopreservacion a -20°C, -60°C, -80°C y -130°C en congeladores mecénicos, aunque ha
sido poco explorada es una alternativa para la conservacién de estos hongos a largo plazo
(Hubalek, 2003; Kitamoto et al., 2002). Sin embargo, las temperaturas de congelacion son
un reto a la criopreservaciéon ya que a menudo el resultado son lesiones criogénicas por la
formacion de cristales de hielo, la migracion de agua y / o la concentracion de iones (Mazur,
1984). Para reducir estas lesiones criogénicas se usa agentes crioprotectantes (Hubalek,
2003) que disminuyen la formacion de hielo y / o aumentan la elasticidad de la membrana
plasmatica reduciendo la ruptura celular y el aumento de la viabilidad del micelio (Mata &
Pérez-Merlo, 2003).

Bioguimicamente es posible distinguir tres tipos de crioprotectantes, los alcoholes (metanol,
etanol, propanol, gliceral), aztcares (glucosa, lactosa, sacarosa) y el dimetil sulféxido. Los
crioprotectantes pueden clasificarse también en agentes penetrantes y no penetrantes de

acuerdo a la permeabilidad celular (Garcia ,1984; Porcu, 2001).

En el presente trabajo se criopreservé a -20°C, -80°C y entre -20°C y -80°C diez especies
de hongos Ascomycetes, lo cual permitira aportar con datos de mantenimiento y viabilidad
de diez cepas de hongos Ascomycetes al fungario HUTPL, y con ello un adecuado manejo
en la conservaciéon de hongos los cuales representan un valor importante en la investigacion

y biotecnologia.
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1.1 Criopreservacion de hongos.
La criopreservacion es una técnica de almacenamiento a largo plazo con temperaturas muy
bajas para preservar las estructuras intactas de las células vivas y tejidos durante un

periodo prolongado de tiempo a un costo relativamente bajo (Mazur, 1984).

La criopreservacion en hongos se observé por primera vez en 1960 (Hwang, 1960) y desde
entonces varias metodologias han sido optimizadas para la gran mayoria de los grupos
fungicos en el mundo. Para conseguir bajas temperaturas se utilizan dispositivos mecanicos

de refrigeracion, los cuales controlan la velocidad de enfriamiento (Smith & Ryan, 2012).

Para estabilizar completamente los cultivos congelados Leeson et al., (1984) afirmaron que
la temperatura debe ser suficientemente reducida para que la division celular y los procesos
metabdlicos cesen totalmente, asi, el material puede permanecer almacenado por tiempo

indefinido sin que sufra modificaciones o alteraciones.

El éxito del proceso depende de las condiciones con las que se maneje el material para que
resista tanto el congelamiento, como el descongelamiento, de manera que se evite 0
disminuya la formacién de cristales de hielo que provoca graves dafios en las membranas

de la gran mayoria de las células (Villalobos & Engelmann, 1995).

El establecimiento de bancos para la criopreservacion en todo el mundo es una tarea
importante y prometedora en el futuro (Tsai & Lin, 2012). En la actualidad se utilizan
diversos métodos de conservacion, los cuales dependen por una parte de las especies que
se desean mantener y por otra de los recursos disponibles. No todos los métodos son
exitosos para las distintas especies, por lo que se recomienda emplear en cada caso los
métodos que hayan probado ser los mas adecuados de acuerdo con las caracteristicas de
cada especie (Smith & Onions, 1994).

1.2 Métodos de conservacion de hongos.

Las colecciones de cultivos puros constituyen una herramienta de importancia para
diferentes ramas de las ciencias, es por ello, que se han desarrollado alternativas en cuanto
a métodos de conservacion para preservar cepas de hongos por largos periodos de tiempo
(Pasarell & McGinnis, 1992).

Garcia & Uruburu (1991) clasificaron los métodos en conservacion a corto plazo y a largo

plazo.



1.2.1 Conservacién a corto plazo.

Entre el mas comUnmente utilizado tenemos:

Continuo subcultivo: Este es un método muy simple con el que se puede mantener la
viabilidad de algunos microorganismos por muchos afos, con una recuperacién de cultivos
activos relativamente facil. En el caso de colecciones pequefias, éste puede ser un método
econdémicamente factible en cuanto al equipamiento y al tiempo que se invierte (Merck,
2000).

La cepa fungica se guarda en forma de cultivo activo en el medio en el que ha crecido,
consiste en la transferencia del cultivo a un medio fresco a intervalos que aseguren la
viabilidad del mismo, estos intervalos varian dependiendo de las caracteristicas del cultivo
en cuestion. Algunas especies requieren ser transferidas a nuevos medios después de dias
0 semanas, y otras después de meses o afios, esta frecuencia puede reducirse con el
almacenamiento del subcultivo a temperaturas relativamente bajas, bajo aceite mineral o
agua (Stevenson & Jong, 1992; Snell, 2001). Pero existen algunas limitaciones del continuo
subcultivo, como, el riesgo de contaminacion; cambios genéticos, el cual se incrementa a
mayor numero de transferencias; pérdida del cultivo, sobre todo cuando se trabaja con
cultivos delicados; deshidratacion del medio de cultivo; y el trabajo es muy intenso ya que se
requiere de un espacio grande para el almacenamiento (Hawksworth & Schipper, 1995;
Onions, 1971; Snell, 2001).

1.2.2 Conservacién alargo plazo.
El almacenamiento a largo plazo es muy seguro, por lo que se usa extensivamente en la

investigacion (Benson et al., 2006).

Para el almacenamiento a largo plazo generalmente se utiliza la criopreservacion, que es el
mejor método porque detiene el crecimiento de las células sin provocar la muerte,
garantizando la estabilidad genética al evitarse la aparicion de generaciones sucesivas,
pero, aun asi no se puede descartar algin cambio originado por el método preparatorio en si
mismo (Tello et al., 1991).

Garcia & Uruburu (1991) clasificaron a los métodos de conservacion a largo plazo en:

criocongelacion y liofilizacion.



1.2.3 Criocongelacion.
Este método consiste en almacenar las células con un agente crioprotectante a
temperaturas inferiores a cero grados centigrados. El agua en el interior de la célula se
congela suspendiendo la actividad metabolica, impidiendo asi el crecimiento, de ésta
manera cuando se requiera trabajar con las células asi conservadas se las recupera
subiendo la temperatura (Kirsop, 1999). Este es el mejor método de conservacién desde
todos los puntos de vista, pero, tiene el inconveniente de requerir aparatos especiales y
ademas existe el peligro de que algun fallo del sistema de refrigeraciéon produzca una subida

no deseada de la temperatura durante el almacenamiento (Garcia & Uruburu, 1991).

El proceso de congelacién se puede clasificar con base en la temperatura en la que se lleva
a cabo en: Congelaciéon ordinaria, congelacion ultrafria y congelacion con nitrégeno liquido
(Hernandez. & Loaiza, 2014).

Congelacién ordinaria: Durante la congelacion ordinaria se mantienen temperaturas de -
5°C a -20°C; en este intervalo, los microorganismos permanecen viables, es decir, una vez
descongelados los microorganismos conservan todas sus funciones y caracteristicas por
uno o dos afios, el método no se recomienda para periodos de almacenamiento mayores
(Hernandez. & Loaiza, 2014).

Congelacién ultrafria: Se efectta en congeladores mecanicos a temperaturas entre -50°C
y -80°C. Al cultivo se lo suspende en un medio de cultivo con un agente crioprotectante y

son almacenados en tubos especiales (Hernandez & Loaiza, 2014).

Congelacién con nitrégeno liquido: Es el método de conservacién por congelacion mas
recomendado, porque se logran temperaturas de -150°C a -196°C. La velocidad de
congelacion debe ser de 1 a 2°C/min hasta alcanzar una temperatura de -30°C, luego
1°C/min hasta -56°C. Después, se colocan las muestras directamente en nitrégeno liquido

para acelerar el proceso de congelacion (Hernandez. & Loaiza, 2014).

El metabolismo celular se detiene completamente a partir de los -130°C; por esta razon, si el
microorganismo soporta el proceso de congelacién, su viabilidad permanece durante
muchos afios. Una de las principales ventajas de este método es que son innecesarias las
resiembras, por lo que se reducen al minimo los riesgos de contaminacion, los cambios
genéticos y bioquimicos en el microorganismo. Sin embargo, el costo del equipo requerido

es alto y es necesario mantener un suministro constante de nitrégeno, lo que encarece el



proceso. Ademas, es imprescindible tomar previsiones en cuanto a fallas mecanicas y

eléctricas para evitar perder toda una coleccion (Hernandez & Loaiza, 2014).

1.2.4 Liofilizacion.
La liofilizacion consiste en la eliminacion del agua de una sustancia congelada por
sublimacion del hielo bajo vacio, este proceso consta de tres etapas, la precongelacién del
producto para asegurar una estructura completamente congelada; el secado primario con el
que se elimina la mayor parte del agua por sublimacién; y el secado secundario con el que

se remueve el agua que queda ligada (Sharma & Smith, 1999).

En las células conservadas por este método no hay crecimiento puesto que la actividad de
agua es cero igual que en la congelacion pero a diferencia de la primera, los liéfilos no
tienen agua en el medio debido a la sublimacién, para este proceso se emplean los aparatos
denominados liofilizadores. Sin embargo, este es un método muy recomendable por su
comodidad para el almacenamiento y para el envio de las cepas, pues una vez conseguidos
los li6filos pueden almacenarse a una temperatura ambiente de 18°C a 20°C (Malik, 1996).

El éxito de la liofilizacion para la preservacion de los cultivos no sélo depende de los pasos
de esta técnica (congelacion y deshidratacion) sino también de las caracteristicas fisico-
quimicas del medio, el tipo de microorganismo, el estado fisiolégico del cultivo, las

condiciones del cultivo, la concentracion de los microorganismos, entre otros (Snell, 1997).

Los factores que influyeron especificamente en la eficacia de la liofilizacion como medio de

conservacion segun Floccari (2000) son:

Tipo de microorganismo: Hay algunos microorganismos que no resisten la liofilizacion y
l6gicamente serdn aquellos que contengan mas agua en su interior, algunos hongos
filamentosos, especialmente los no esporulados, no se pueden guardar liofilizados y hay que

recurrir a otros métodos.

Temperatura durante la sublimacién: Debe ser lo mas baja posible, sin subir por encima
de -50°C.

Grado de deshidratacion alcanzado: Debe ser lo méas alto posible, aunque la
concentracion de solutos puede conllevar una pequefia cantidad de agua remanente que no

es perjudicial.



Atmosfera de oxigeno en el tubo: Las células liofilizadas se guardan en tubos cerrados al
vacio para evitar tanto la rehidratacion como la presencia de algun gas dentro del tubo,

como el oxigeno que puede dafar a las células.

Condiciones de almacenamiento: La temperatura debe ser constante, preferentemente a

18°C y sin bajar de los 0°C. Los li6filos se deben guardar en la oscuridad.

Este método es uno de los mas eficaces para la conservacién de hongos, pueden sobrevivir

por periodos de mas de 40 afios (Stevenson & Jong, 1992).

Sin embargo, estos métodos de conservacién a largo plazo presentan limitaciones debido a
la formacion de cristales de hielo que pueden romper las células y, a su vez, causar efectos
negativos al microorganismo en la etapa de reactivacion, por esto se emplean agentes

crioprotectantes (Sanchez-Leal & Corrales-Ramirez, 2005).

1.3 Agentes crioprotectantes (ACP).

Los agentes crioprotectantes son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad (Garcia, 1984;
Porcu, 2001), impiden por interaccion molecular con el agua la accién destructiva del
congelamiento sobre las células, es decir, protegen de la formacion de cristales de hielo
(Hubalek, 2003).

Una de las hipétesis en las cuales se basa el efecto de los agentes crioprotectantes es en
que las caracteristicas fisico-quimicas de estas sustancias le confieren afinidad por el agua
molecular y de esa forma atrapan la molécula de agua en su interior, lo que impide que el
agua forme cristales geométricos ordenados; en consecuencia, la solidificacion del medio se
establece con una distribucién molecular desordenada del agua y la sustancia toma el
caracter de sustancia vitrea protectora (Garcia et al., 1991; Van, 2003).

Algunos de los crioprotectantes presentan toxicidad para la célula viva a temperatura
ambiente, por lo tanto en los procesos de congelacién y descongelacion se debe tener en
cuenta los tiempos de exposicion de las células a estas sustancias (Sanchez-Leal &

Corrales-Ramirez, 2005).

La division tradicional de los agentes crioprotectantes depende de la tasa de penetracion,
por lo tanto, pueden ser distinguidos en: agentes crioprotectantes penetrantes y agentes

crioprotectantes no penetrantes (Tao & Li, 1986).



1.3.1 Agentes crioprotectantes penetrantes.
Los agentes crioprotectantes penetrantes son pequefias moléculas capaces de atravesar las
membranas celulares, su funcién es reducir la acumulacion del hielo y la deshidrataciéon
celular durante la congelacion (Wowk, 2007), el mecanismo es cruzar la membrana
plasmatica y entrar en la célula. Ademas, también reducen la concentracion de sales

(Amann & Pickett, 1987). Los mas comunes son: Glicerol y DMSO (dimetil sulféxido).

1.3.2 Glicerol.
El glicerol es un soluto poli hidroxilado pequefio con una alta solubilidad en agua y una baja
toxicidad durante la exposicidon a corto plazo a las células vivas, puede interactuar por
enlaces de hidrégeno con agua y penetrar a través de la membrana plasmatica limitante de

muchos tipos de células, aunque a un ritmo relativamente lento (Fuller, 2004).

La alta viscosidad del glicerol es otra propiedad que pueden inhibir o retardar el crecimiento
de cristales de hielo durante el descenso de la temperatura (Fuller, 2004). Este es
ampliamente usado, ya que también disminuye el estrés osmotico intracelular resultante de
la deshidratacion, la cual se produce por la sustitucion del agua necesaria para el
mantenimiento del volumen celular, por la interaccién con iones y macromoléculas e incluso

por la depresion del punto de congelacion del agua (Medeiros et al., 2002).

1.3.3 Dimetil sulféxido (DMSO).
El dimetil sulféxido es un solvente bipolar aprético hidrosoluble de bajo peso molecular, su
accion crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir la acumulacion
excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento, también
previene la formacion de cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana
(Garcia, 1984).

1.3.4 Agentes crioprotectantes no penetrantes.
Los agentes crioprotectantes no penetrantes son de alto peso molecular, generalmente
polimeros, son efectivos a velocidades altas de congelacion, ademas son importantes por
ejercer su acciéon crioprotectante promoviendo la rapida deshidratacion celular, pero no
entran en las células, son generalmente menos téxicos que los crioprotectantes penetrantes

a la misma concentracion (Avila et al., 2006; Wowk, 2007).

Dentro de este grupo los mas utilizados son: Sacarosa y aceite mineral.
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1.3.5 Sacarosa.
La sacarosa es un polimero que forma puentes de hidrégeno con el agua, reduciendo la
actividad de la misma, se sintetiza en plantas, pero no en animales superiores, es efectiva a
velocidades altas de congelacion, tiene un alto peso molecular y es importante por ejercer
su accion crioprotectante promoviendo la rapida deshidratacion celular (Avila et al., 2006;
Teijon, 2006).

La sacarosa también estabiliza las membranas durante la exposicion hiperténica a medida
que aumentan los cristales de hielo, mediante la interaccion con grupos de fosfolipidos, es
utilizada con bastante frecuencia a un porcentaje de concentracién medio del 10% (Hubalek,
2003).

1.3.6 Aceite mineral.
Es un alcano derivado del petréleo, los cultivos de hongos que se mantienen bajo aceite
mineral se han utilizado durante muchos afios para reducir el crecimiento y extender el
intervalo de tiempo entre las transferencias a medio fresco (Buell & Weston, 1947; Fennell,
1960), es barato, facil y se recomienda para laboratorios con recursos limitados (Johnson &
Martin, 1992; Perrin, 1979). Es un procedimiento muy simple, los cultivos conservados de
ésta manera se pueden transferir facilmente, el método es aplicable a una amplia gama de

hongos, y es un medio simple para el control de 4caros (Smith & Onions, 1983).

Los cultivos pueden mantenerse en casos excepcionales de hasta 32 afios a temperatura
ambiente o en -15 y -20°C (Homolka, 2013). Aunque muchos hongos se pueden mantener
de esta manera, las tasas de crecimiento de los cultivos pueden disminuir a medida que los

tiempos de almacenamiento aumentan (Johnson & Martin, 1992).

1.4 Hongos Ascomycetes.

Pertenecen al filo Ascomycota, con aproximadamente 64 000 especies conocidas (Kirk et
al.,, 2008), es el mas grande filo de hongos. Estos hongos pueden desarrollarse en
numerosos nichos ecoldgicos y virtualmente en todos los ecosistemas terrestres y acuaticos.
Muchas especies de Ascomycetes funcionan en la descomposicién de sustratos organicos,
actan como mutualistas, parasitos, patégenos de animales, plantas y otros hongos (Brodo
et al., 2001).

Dentro de las diez especies de Ascomycetes utilizadas en el presente estudio, se incluyen
algunas cepas de gran importancia economica, algunos a manera de patdégenos y otros
como controladores bioldgicos productores de antibiéticos y micotoxinas (Hidalgo, 1989) es

por ello la importancia de mantenerlos puros y por periodos prolongados de tiempo.
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1.5 Objetivos.

General:

Criopreservar a -20°C, -80°C y entre -20°C y -80°C diez especies de hongos Ascomycetes.

Especificos:

Evaluar la viabilidad de diez especies hongos Ascomycetes criopreservados a -20°C, -80°C
y entre -20°C y -80°C en glicerol al 10%, sacarosa al 10% y aceite mineral puro, durante un
mes.

Determinar las mejores condiciones para la conservaciéon de cepas flingicas.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS



2.1 Cepas o especimenes.
Las diez cepas de hongos Ascomycetes fueron donados por el fungario de la Universidad
Técnica Particular de Loja (Tabla 1), y que segun la literatura (Brodo et al., 2001; Hidalgo,

1989) son importantes por su uso y aplicacion en la investigacion y biotecnologia.

2.2 Procedimiento experimental.
La metodologia utilizada para los ensayos de conservacion fue tomada de Crahay et al.,

2013. A continuacién se indica en cada apartado el procedimiento a seguir.

Paso 1. Aislados en medio de cultivo MEA.

Las diez cepas de hongos Ascomycetes fueron mantenidas en cajas petri a través de
continuo subcultivo en medio de cultivo MEA (agar extracto de malta, Sigma-Aldrich). Se
realizaron varias réplicas con el fin de tener material suficiente para los ensayos posteriores,
finalmente fueron incubadas en la obscuridad a 27°C durante dos semanas antes de su uso

en los experimentos de criopreservacion.

Paso 2. Disefio experimental.

Cinco réplicas de cada una de las diez cepas de hongos no fueron sometidas a ningin
tratamiento, pero fueron considerados como control de crecimiento de las cepas. Para el
experimento de criopreservacion, de las diez cepas de hongos Ascomycetes se tomd en
cuenta cinco réplicas para cada uno de los tres tratamientos en las tres diferentes
temperaturas, teniendo asi un total de 15 réplicas por temperatura, es decir, en las tres
diferentes temperaturas sumaron 45 réplicas en total por especie.

e Temperatura ambiente (CONTROL DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS) (5 réplicas)
(1 mes).

e -20°C, glicerol (5 réplicas), sacarosa (5 réplicas) y aceite mineral (5 réplicas) (1 mes).

e -80°C, glicerol (5 réplicas), sacarosa (5 réplicas) y aceite mineral (5 réplicas) (1 mes).

e -20y-80°C, glicerol (5 réplicas), sacarosa (5 réplicas) y aceite mineral (5 réplicas (1
mes).

Paso 3. Inoculacién de la cepa a un crioval.

Con la ayuda de un asa metalica, cada uno de los diez aislados fungicos fueron transferidos

a un tubo criogénico estéril (Corning® 2mL) que contenia 1000ul de medio MEA.
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Paso 4. Incubacién de criovales.
Los criovales fueron incubados durante dos dias en la obscuridad a 27°C, hasta que el

crecimiento del hongo haya cubierto completamente la superficie del gel en el tubo.

Paso 5. Adicion del crioprotectante.
Una vez crecidos en su totalidad los cultivos, 500ul de cada crioprotectante (glicerol al 10%,
sacarosa al 10% y aceite mineral puro) fue agregado a cada una las cepas fangicas de

acuerdo al tratamiento.

Paso 6. Criopreservacion a -20°C.
Luego de haber agregado cada uno de los crioprotectantes, los criotubos fueron

almacenados rapidamente en un congelador mecanico a -20°C durante un mes.

Paso 7. Criopreservacion a -80°C.
De la misma forma que el paso seis, las cepas fueron almacenadas rapidamente en un

congelador mecéanico a -80°C.

Paso 8. Criopreservacion entre -20°C y -80°C.

En este caso, una vez que afiadimos los 500ul de cada crioprotectante al tubo,
almacenamos durante 15 dias en un congelador mecanico a -20°C, una vez cumplido este
tiempo, las cepas fueron transferidas al congelador a -80°C durante 15 dias mas,

cumpliendo de ésta manera un mes en temperaturas entre -20°C y -80°C.

Paso 9. Descongelacién directa en bafio maria y transferencias de las cepas en medio
MEA.

Se evalué la viabilidad de cada aislado en relacién al tiempo de preservacion, accion del
crioprotectante y temperatura. Para ello, las cepas fueron descongeladas rapidamente en un
bafio maria a 37°C por 15 minutos y fueron transferidas a cajas petri con medio de cultivo

MEA, para ser incubadas a 27°C durante una semana en la obscuridad.

2.3 Andlisis estadistico.
Para la determinacién del porcentaje de viabilidad de las cepas se calculd la media de

crecimiento por cada cepa, ademas se realiz6 un andlisis de varianza de un factor (ANOVA)
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en Excel 2010 para determinar si existen diferencias significativas entre tratamientos en los

tres régimenes de temperaturas.

Tabla 1. Cepas de hongos Ascomycetes empleados en el experimento de criopreservacion
proporcionadas por el cepario del herbario HUTPL.

CODIGO DE CEPA

Especie

IR57C
IR37C_B
IR43C
IR67C
IR87C
IR22C
IR30C
IR16C
IR45C
IR35C

Bionectria sp.
Mortierella sp.
Trichoderma sp 1.
Trichoderma sp 2.
Trichoderma viride.
Fusarium culmorum.
Hypocreales sp 1.
Fusarium sp.
Hypocreales sp 2.

Arthrinium kogelbergense.

Fuente: El autor, 2015.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION



3.1 Resultados:

Se logro evaluar el porcentaje de viabilidad de diez especies de hongos Ascomycetes (Tabla

1),

crioprotectantes.

sometidos a criopreservacion en tres

3.2 Criopreservacion a -20°C:

régimenes de temperatura y en tres

Criopreservaciéna -20°C

100

% de crecimiento

fangico

T
Q &
¢ P £
CANT S
Ia) Db \QQ?‘ ﬁ\)
o
'c;‘@
‘?f.“'

X
g(\‘}

Q\“\'

& o
o
& <f

cepas fungicas

B Glicerol 10 %

. Cmy W Sacarosa 10%
F & 2
&

B
o

& Aceite mineral
P
&

'Zaqod oﬁ?’

AT e
Q\'_‘\(\

Figura 1. Porcentaje de crecimiento de las cepas después de criopreservacion mantenidos
en glicerol, sacarosa y aceite mineral durante 1 mes a -20°C.

Fuente: El autor, 2015.

En éste régimen de temperatura la cepa Arthrinium kogelbergense no registré crecimiento

fungico en glicerol, sacarosa y aceite mineral (Figura 1). Sin embargo, la cepa Fusarium sp.

mostro un crecimiento del 100% sometida a los tres crioprotectantes (Figura 1).

En glicerol al 10% las cepas que tuvieron el mejor crecimiento fungico con el 100% fueron:

Mortierella sp. y Trichoderma viride. En sacarosa al 10% unicamente la cepa Trichoderma

sp 2. y finalmente en aceite mineral la cepas: Mortierella sp., Trichoderma sp 1. y

Trichoderma sp 2. (Figura 1).

Entre las cepas que no presentaron crecimiento fangico tenemos: en sacarosa al 10%

Fusarium culmorum e Hypocreales sp 2. y finalmente en aceite mineral Hypocreales sp 2. y

Trichoderma viride (Figura 1).
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3.3 Criopreservacion a -80°C:
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Figura 2. Porcentaje de crecimiento de las cepas después de criopreservacion

mantenidos en glicerol, sacarosa y aceite mineral durante 1 mes a -80°C.
Fuente: El autor, 2015.

Entre las cepas evaluadas a -80°C se determiné de igual manera que en la criopreservacion

a -20°C, que la cepa Arthrinium kogelbergense no presentd crecimiento en ninguno de los

tres tratamientos. Sin embargo, en Fusarium sp. se muestra que la cepa tiene un

crecimiento del 100% sometida a los tres crioprotectantes (Figura 2).

En glicerol al 10% las cepas que tuvieron crecimiento fungico del 100% fueron: Trichoderma

sp 1., Trichoderma sp 2., Hypocreales sp 2. y Trichoderma viride. En sacarosa al 10%

Unicamente Mortierella sp. y finalmente en aceite mineral las cepas Mortierella sp. y

Trichoderma sp 2. (Figura 2).

La Unica cepa que no present6é crecimiento en sacarosa al 10% fue Fusarium colmorum

(Figura 2).
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3.4 Criopreservacion entre -20°C y -80°C:
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Figura 3. Porcentaje de crecimiento de las cepas después de criopreservacion mantenidos
en glicerol, sacarosa y aceite mineral durante 1 mes entre -20°C y -80°C.
Fuente: El autor, 2015.

En la criopreservaciéon entre -20°C y -80°C con glicerol, sacarosa y aceite mineral
observamos que Arthrinium kogelbergense., Fusarium colmorum., Hypocreales sp 1. y
Trichoderma viride no registran crecimiento flngico. Sin embargo, contrariamente a lo
anterior se observo que la cepa Mortierella sp. obtuvo un 100% de crecimiento en los tres
crioprotectantes (Figura 3).

La cepa Fusarium sp. tuvo el 100% de crecimiento fungico en glicerol y sacarosa al 10%,
mientras que en aceite mineral la cepa Mortierella sp. fue la Unica cepa que crecié en éste

tratamiento con el 100% de crecimiento (Figura 3).

Finalmente podemos determinar que luego de evaluar las cepas sometidas a varias
temperaturas y a la accion de los crioprotectantes, la criopreservacion a -20°C mostrd ser
mas efectiva que a -80°C en cuanto al porcentaje de germinacién de las siguientes cepas:
En glicerol al 10% Mortierella sp. y Bionectria sp., en sacarosa al 10% Trichoderma sp 1.y
Trichoderma sp 2., y finalmente en aceite mineral Trichoderma sp 1., Hypocreales sp 1.y

Bionectria sp. (Figura 1y 2).

En el caso de las cepas criopreservadas que resultaron tener mejor crecimiento flngico a -
80°C en comparacidn con -20°C fueron: En glicerol al 10% Trichoderma sp 1., Trichoderma

sp 2. e Hypocreales sp 2., en sacarosa al 10% las cepas Mortierella sp., Hypocreales sp 1.,
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e Hypocreales sp 2. y finalmente en aceite mineral Fusarium colmorum y Trichoderma viride
(Figuraly 2).

3.5 Andlisis de diferencias significativas entre tratamientos:

En el andlisis de varianza de un factor (ANOVA) realizado en Excel 2010 para determinar
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos (glicerol, sacarosa y aceite mineral), y
en los tres régimenes de temperatura (-20°C, -80°C y entre -20°C y -80°C), se determind lo

siguiente:

Criopreservacion a -20°C:
En el andlisis de varianza de un factor entre tratamientos a -20°C el valor de F normal
(0,30233) es inferior a uno y menor al F critico (3,3541), es decir que no existe una

diferencia significativa entre crioprotectantes (P<0.05).

Criopreservacioén a -80°C:

En el caso de la criopreservacion a -80°C el andlisis de varianza nos da un valor de F
normal (0,67732) inferior a uno y menor al F critico (3,3541) lo cual nos indica que también
en éste régimen de temperatura no existen diferencias significativas entre crioprotectantes
(P<0.05).

Criopreservacién entre -20°C y -80°C:
En el analisis de varianza en la criopreservacion entre -20°C y -80°C nos muestra que el
valor de F normal (1,02567) es mayor a uno y menor al F critico (3,3541), por lo que nos

muestra asi una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre crioprotectantes.
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3.6 Discusion:

En el presente estudio la cepa Fusarium sp. mostré un 100% de crecimiento fangico en
glicerol, sacarosa y aceite mineral almacenado a -20°C y -80°C respectivamente (Figura 1y
2). En un estudio similar realizado con éste mismo género, se determind un alto porcentaje
de viabilidad luego de ser criopreservado a -80°C en aceite mineral y glicerol al 10% (Pinzén
et al., 2009).

Ninguno de los crioprotectantes y temperaturas de conservacion fue exitoso para Arthrinium
kogelbergense ya que no presentd crecimiento fungico (Figuras 1,2 y 3), esto pudo ser
probablemente debido a un efecto téxico de los crioprotectantes utilizados en el experimento
(Fahy, 2009).

Criopreservacion a -20°C:

Las cepas Fusarium culmorum., Hypocreales sp 2. y Trichoderma viride tuvieron una baja
sobrevivencia al ser sometidas al congelamiento lento a -20°C (Figura 1), probablemente a
gue la temperatura pudo aumentar la concentracién o formacion iénica de sales y con ello la
cristalizacion de hielo intracelular (Pegg, 2007 y Ueno et al., 2004) reduciendo de esta
manera el crecimiento de las cepas mencionadas. Asi mismo, se encontraron antecedentes
en otro estudio con Pleurotus ostreatus una especie de Basidiomycete criopreservado a -
20°C en la que redujo su viabilidad luego de tres afios de almacenamiento (Mantovani et al.,
2012).

Criopreservacién a -80°C:

Las cepas Fusarium sp., Hypocreales sp 1. y Trichoderma sp 2. tuvieron un alto porcentaje
de viabilidad en ésta temperatura. En un estudio similar con diez especies de hongos
micorricicos de orquideas se probé que el método de almacenamiento a -80°C es muy
eficaz para el almacenamiento a largo plazo (Ercole et al., 2013). Siete cepas disminuyeron
su viabilidad dependiendo del crioprotectante usado (Figura 1 y 2), relacionando asi
directamente el efecto que causa el crioprotectante en el crecimiento de las cepas. Esto se
atribuye a que posiblemente los crioprotectantes al ser usados en concentraciones muy
altas (Hawkins et al.,, 1985, Karow, et al., 1986) algunas veces tienen efectos tdxicos

particularmente a temperaturas altas (Fahy, 2009).
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Criopreservacién entre -20°C y -80°C:

Mortierella sp. fue la Unica cepa que sometida al efecto del cambio de temperatura entre -
20°C y -80°C fue 100% viable (Figura 3), considerando asi que la variacidon de temperatura
en esta especie no afectd su viabilidad. En un estudio similar con éste género, ésta cepa fue
criopreservada mediante un enfriador de velocidad controlada en glicerol al 10% sometida a

varios régimenes de temperatura siendo excelente su recuperacion (Ryan et al., 2012).

Por otro lado, en ésta evaluacién también hay una afectacion notablemente significativa en
cuanto a la reduccion del crecimiento fungico en la mayoria de las cepas restantes en
experimentacién. lvanushkina y asociados (2010) determinaron que no todas las cepas
sobrevivieron a la criopreservacion en todos los regimenes de congelacién y madificacion
aplicadas al evaluar cepas de Oomycetes, Basidiomycetes, Zigomycetes y Ascomycetes con
un porcentaje de viabilidad del 20, 4, 1 y 1% respectivamente. Asi mismo se encuentran
antecedentes en un estudio similar de Boiso (2001) en la que determina que esto se debe a
que el cambio de temperatura de -20°C a -80°C afecta a la viabilidad de las especies ya que
se forman cristales de hielo intracelularmente, ademas que tienen un efecto severo en el
deterioro de las proteinas, esto se produce por una alteracion estructural de la cadena
polipeptidica y cambios en los aminoacidos (Buttkus, 1970). También Homolka, (2013)
afirmo que la fluctuacién de la temperatura durante el almacenamiento afecta negativamente

la viabilidad de los hongos.

En el caso de los agentes crioprotectantes podemos decir que ejercen un efecto muy
importante dependiendo de la especie analizada y la temperatura de mantenimiento. En éste
estudio se determind que la aplicacién de glicerol al 10% fue la que evidencié mejores
resultados de viabilidad en la mayoria de las cepas. En estudios similares se ha evidenciado
que el glicerol reduce la cantidad de cristales de hielo que se producen evitando de esta
manera el aumento de la concentracién idnica (Heinz & Mortimer, 1995), ademas, es
considerado uno de los crioprotectantes mas eficaces en la criopreservaciéon de hongos
(Jong & Birmingham, 2001) por el alto porcentaje de viabilidad mostrado luego de ensayos

de criopreservacion.
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CONCLUSIONES

El grupo de Ascomycetes manipulados en los ensayos de criopreservacion del presente
estudio permiten dar una guia de mantenimiento de condiciones basicas para la

preservacion de hongos de este tipo en diferentes colecciones como la del herbario HUTPL.
Los métodos de congelacion utilizados tuvieron resultados satisfactorios para ciertas
especies, mientras que para otras no lo fueron, por lo que se mantiene con esto el concepto

de que no hay un método especifico para cada grupo fungico.

Se determiné que el glicerol es el crioprotectante mas adecuado para la preservacion de las

especies fangicas evaluadas independientemente de la temperatura de mantenimiento.

Se considera la temperatura de -80°C como la mas apropiada para la conservacion de las

especies fangicas evaluadas.

Los cambios de temperatura muestran el porcentaje mas bajo de crecimiento y viabilidad en

la mayoria de cepas estudiadas.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la criopreservacion de Ascomycetes con un tiempo minimo de seis meses para asi

obtener valores significativos que puedan reflejarse en una temperatura optima.

Realizar la criopreservacion con mas especies de Ascomycetes y otros grupos fungicos para

evaluar la efectividad del método empleado en ésta investigacion.

Llevar a cabo ésta investigacion utilizando otro tipo de crioprotectantes y evaluar su

efectividad.
Utilizar colonias identificadas al menos hasta nivel de especie para realizar el proceso de

conservacion, ya que es necesario conocer el microorganismo para de esta manera darle un

Optimo tratamiento a la cepa y poder establecer condiciones adecuadas de conservacion.
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Anexo 1. Porcentaje de crecimiento de las cepas antes y después de criopreservacion
mantenidos en glicerol, sacarosa y aceite mineral durante 1 mes a -20°C.
% Crecimiento

Cepas Antes Después

Ascomicetes criopreservacion criopreservacion

Test de viabilidad  Glicerol Sacarosa 10 Aceite
10 % % mineral

Bionectria sp. 100 80 80 60
Mortierella sp. 100 100 80 100
Trichoderma sp 1. 100 80 60 100
Trichoderma sp 2. 100 80 100 100
Arthrinium 100 0 0 0
kogelbergense.
Fusarium sp. 100 100 100 100
Fusarium culmorum. 100 20 0 20
Hypocreales sp 1. 100 80 60 80
Hypocreales sp 2. 100 20 0
Trichoderma viride. 100 100 40

Anexo 2. Porcentaje de crecimiento de las cepas antes y después de criopreservacion
mantenidos en glicerol, sacarosa y aceite mineral durante 1 mes a -80°C.
% Crecimiento

Cepas Antes Después
Ascomicetes criopreservacion criopreservacion
Test de viabilidad Glicerol 10 Sacarosa 10 Aceite
% % mineral

Bionectria sp. 100 60 80 20
Mortierella sp. 100 20 100 100
Trichoderma sp 1. 100 100 40 40
Trichoderma sp 2. 100 100 80 100
Arthrinium 100 0 0 0
kogelbergense.
Fusarium sp. 100 100 100 100
Fusarium culmorum. 100 40 0 20
Hypocreales sp 1. 100 80 80 60
Hypocreales sp 2. 100 100 20 40
Trichoderma viride. 100 100 40 40
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Anexo 3. Porcentaje de crecimiento de las cepas antes y después de criopreservacion

mantenidos en glicerol, sacarosa y aceite mineral durante 1 mes a -20°C y -80°C.

% Crecimiento

Cepas

Ascomicetes

Bionectria sp.
Mortierella sp.
Trichodermasp 1.
Trichoderma sp 2.
Arthrinium
kogelbergense.
Fusarium sp.
Fusarium culmorum.
Hypocreales sp 1.
Hypocreales sp 2.

Trichoderma viride.

Antes
criopreservacion
Test de viabilidad

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

Después

criopreservacion

Glicerol 10 Sacarosa 10
% %
40 20
100 100
0 40
20

0

100 100
0 0

0 0
60 40
0 0

Aceite
mineral
0

100

o O O o o

Anexo 4. Analisis de varianza entre tratamientos de un factor a -20°C durante un mes.

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de . .
las de delos F Probabilidad critico
o cuadrados

variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos 1040 2 520 0,30233 0,742 3,3541
Dentro de 46440 27 1720
los grupos
Total 47480 29
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Anexo 5. Andlisis de varianza entre tratamientos de un factor a -80°C durante un mes.

_ Grados Promedio Valor
Origendelas  Sumade . _
de delos F Probabilidad  critico
variaciones  cuadrados
libertad cuadrados para F
Entre grupos 1946,667 2 973,333 0,67732 0,516 3,3541
Dentro de los 38800 27 1437,04
grupos
Total 40746,67 29

Anexo 6. Analisis de varianza entre tratamientos de un factor entre -20°C y -80°C durante
un mes.

Grados Promedio Valor
Origen de las Sumade . _
de de los F Probabilidad critico
variaciones cuadrados
libertad cuadrados para F
Entre grupos 2960 2 1480 1,02567 0,372 3,3541
Dentro de los 38960 27 1442,96
grupos
Total 41920 29
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