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Introduccion Metodo de Liofilizacion
El cuidado de microorganismos contempla métodos de conservacion de largo plazo, con !Es el mej:odo mas utlllgado para la conservacion de microorganismos por las colecciones
los que se paraliza el crecimiento de las células microbianas sin causar pérdida de internacionales de cultivos.
viabilidad. Asi, se avala la estabilidad genética al limitar la aparicion de generaciones Se basa en paralizar el metabolismo por deshidratacion celular sometiendo la muestra a
sucesivas vy la latencia durante varios afios. Dentro de los métodos mas efectivos esta congelacion y sublimacion, las celulas son protegidas por un lioprotector.

la: criopreservacion vy la liofilizacion. L, , , ,
P Y La disminucion en el contenido de humedad residual da lugar a un material compacto

La liofilizacion es el método mas utilizado para la conservacion de microorganismos por que se disuelve posteriormente con facilidad (Rico et al., 2004 ).
las colecciones internacionales de cultivos. Se basa en paralizar el metabolismo por /
deshidratacién celular sometiendo la muestra a congelacion y sublimacién. La A RO
disminucion en el contenido de humedad residual da lugar a un material compacto que
se disuelve posteriormente con facilidad (Rico et al., 2004 ). Es un proceso muy
importante para la conservacion y almacenamiento de las bacterias las cuales son

Fusion Evaporacion

sensibles al calor y a cualquier cambio ambiental que puede alterar su vialidad. Tanto la _.. ey
liofilizacion como Ila crioconservacion permiten la Optima supervivencia del 561ido | qmme _
microorganismo por un largo periodo de tiempo sin alterar sus caracteristicas \ Solidificacidn Licuefacidn
morfoldgicas y bioldgicas (P., et al.,, 1983)
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Objetivo

Condensacion
Conservar y resguardar las bacterias fitopatégenas del cepario del CNRF.
Estandarizar el método de liofilizado.

Estandarizar la conservacion a-20°C y -80°C

Se basa en la limitacion del metabolismo celular por falta de agua: congelacion vy
sublimacion

Materiales y Metodos

| e | o | | Utilizacion de crioprotectores
El trabajo se realizo en el Laboratorio de Bacteriologia del Centro Nacional de Referencia

Fitosanitaria (CNRF) las cepas se obtuvieron de muestras vegetales que se reciben en el Su accion es proteger ala celula tanto en la etapa de congelacion como en todo el
laboratorio para su diagnostico y aislados bacterianos que se deben corroborar su proceso de liofilizacion.
identidad por medio de la caracterizacion e identificacion. Es permear la pared y membrana celular

aislamiento bacteriano y verifica que se cumplan con los

Preparacion de de la muestra. Se debe contar con el ) PROCESO DE LlOFlLlZACl()N

parametros necesarios para poder ser procesada por el |
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metodo de conservacion. Los cuales son PURE;A, \\\\&\\ == ~ J  DACTERANAYREVISON
ESTABILIDAD Y VIABILIDAD atreves de pruebas de rigor \\\\ | | T ..l CONLAESCALA
(Morfologia colonial, tincion de Gram, catalasa, oxidasa) y —— S e
V ‘/L 4 TOMA DE MUESTRA

en algunos caso se incluyen pruebas especificas para el = Y e evmmasoas
genero; una vez verificada estas condiciones se procede a Hikid | CERAPORA SOLUCION SALI
prepara la muestra.
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Método lote-semilla S

Consiste en tener el resguardo de la cepa original la llamada cepa madre, de ahi se
obtienen la primer replica y posterior a esa se hacen las siembras que sean necesarias,
conservando asi la cepa original, de esta forma aseguramos que se mantengan las
caracteristicas originales.

SUPENSION BACTERIANA CON
LIOPROTECTOR
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y CEPA ORIGINAL

ENFRIAR LA MUESTRA CONGELARA-80°C MUESTRA CONGELADA - '
Verifi . MONTAJE DE MUESTRAS CONGELADAS EN MUESTRA LIOFUZADA
erivicar. - - LA LIOFILIZADORA
oViabilidad .
. INKF - 281 ebreto ) 2017
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| 209 'V i . RESGUARDO TEMPERATU Pseudomonas palleronians
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ETIQUETADO
SELLADO DEAMPOLLETAS
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b p— Montaje
. | . | COPIAS DE
= . F RESERVA
& 510 copias / tubos

(25 -50 copias)

|

25 cuentas en cada vial

25 * 10 = 250 cepas viables

Cepa original (1) x No. de tubos de reserva x 25
= total de cuencas equivalente al total de

reservas Resguardo

Resultados

> Alto grado de pureza de las cepas bacterioldgicas

> Estandarizacion del Proceso de liofilizacion, a la fecha se cuenta con 50 con sus
replicas haciendo un total de 150 cepas liofilizadas, las cuales se encuentran
almacenadas a temperatura ambiente.

> Se minimiza al maximo el riesgo de cambio genético en las células y las mantienen
viables hasta por 10 anos.

> Se obtiene un tiempo de supervivencia prolongado sin alterar caracteristicas Bibliografl'a-

morfoldgicas y genéticas.
Rico, M. y otros, 2004. Variabilidad de cepas fungicas conservadas mediante métodos. Fabicib.

> Implementacion del Sistema lote-semilla. *P, C.F., G, J.P. & New, S. W., 1983. Plant Bacterial Diseases A Diagnostic Guide Sponsored.
» Almacenamiento de 18°C a 20°C Australasian Plant Pathology SOCIETY.
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