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ABSTRACT. The methods for rhizobia strain preservation include short-term methods like subculture,
preservation in water, drying and freezing, Long-term preservation include ultralow temperature freezing
in liquid nitrogen and lyophilization. The advantages aud disadvantages of each method and the criteria
for selecting a preservation method are indicated in this review,

RESUMEN. Entre los métodos utilizados para la conservacién de cepas de rizobios estin los considerados
de corto plazo como el subcultivo, la conservacién en agua, la deshidratacién y el congelamiento. De los
métodos de largo piazo tanto el comgelamiento a temperaturas ultra-bajas en nitrégeno liguido y Ia
liofilizacién son usados. Las ventajas y desventajas de cada método se indican en esta revisién, asi como
los criterios que deben ser utilizados en la seleccién de un método de conservacién.

INTRODUCTION

Los rizobios son bacterias capaces de formar nddulos
en las raices y tallos de las leguminosas y, en simbiosis con
éstas, fijan nitrdgeno del aire. Desde su descubrimiento, és-
te es, sin duda, une de los fendmenos biolégicos mas exito-
samente explotados por el hombre. En todo el mundo son
producidos cultivos de rizobios impregnados en sustratos
(usualmente turba) que son utilizados para inocular dife-
rentes feguminosas. Sdle en el Brasil durante 1997 fueron
vendidos aproximadamente 13.5 miilones de dosis de ino-
culantes (bolsas con 200 g de inoculante sélido o con 200
ml de inoculante liquido).

El éxite de la inoculacién depende, entre otras cosas,
de la eficiencia con que el rizobio fija el nitrégeno, por lo
que, la seleccién de cepas eficientes es una de las priorida-
des en los estudios con rizobios. Esa seleccion es un proce-
so largo e implica considerable tiempo y trabajo. Por otro
lado, en los Gltimos afios, el avance en las técnicas molecu-
lares ha permitido modificar genéticamente rizobios lo que
ha generado cepas con caracteristicas especificas que po-
seen un valor adicional.

Los cultivos de rizebios como otros cultivos microbia-
nos son exiremadamente vulnerables y pueden contaminar-
se, mutar o morir.” Mantener los rizobios en estado viable
y sin modificaciones en sus caracteristicas morfolégicas,
fisioldgicas y genéticas es uno de los problemas que tanto
los investigadores como los productores de inoculantes en-
frentan. A pesar de la importancia de la conservacion de
cultivos de microorganismos, este es un tema poco investi-
gado y menos divulgado. El presente trabajo es una revi-
sién del conocimiento adquirido en la conservacion de ce-
pas de rizobios.

SUBCULTIVO

El método més simple y mas utilizado para la conser-
vacién de bacterias consiste en la transferencia periddica
del cultivo en un medio liquido o sélido y su incubacion a
temperatura adecuada hasta la obtencion del crecimiento.”
El subcultivo en medio conteniendo agar ha side utilizado
para la conservacién de cultivos de rizobio desde los ini-
cios de la rizobiologia.”® Los cultivos deben ser manteni-
dos por duplicado, uno de los tubos constituye el cultivo de
trabajo y el otro es un cultivo de reserva que va ser usado
s6lo si el primer tubo es inutilizado por contaminacién o
por pérdida de viabilidad. Si hay necesidad de usar el culti-
vo de reserva, este debe ser repicado en dos nuevos tu-
bos.*® El medio de cultivo tradicicnalmente utilizado es el
de extracto de levadura-manitol,*’ sin embargo si las cepas
presentan caracteristicas como resistencia a antibi6ticos o
tolerancia a acidez o sales es recomendable que en el me-
dio sea adicionada la concentracién correspondiente del
antibidtico o nutriente para asegurarse que el cultivo no
pierda esa caracteristica especifica.® Este método es simple
y barato en términos de! equipamiento necesario, sin em-
bargo, ia probabilidad de contaminacidn es el mayor pro-
blema y el riesgo aumenta en cada subcultivo por lo que es
recomnendable examinar la pureza de la cepa después de ca-
da transferencia y hacer una caracterizacién simplificada.
Por otro lado, los cultivos en agar son mas propensos a ser
gendticamente inestables y pueden perder la infectividad o
la efectividad. El riesgo de modificaciones aumenta con la
frecuencia de las replicas.*’ Los intervalos entre las resiem-
bras van a depender de la especie y estirpe del rizobio. Es
recomendable repicar entre 50 a 100 colonias pues cuando
se toma s0lo una colonia la posibilidad de aislar una mu-
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tante es mayor.>* Con este método existe el riesgo de infes-
tacion por écaros, ademds, si ¢l nimero de cepas es grande
o necesitan de frecuentes subcultivos, implica una labor in-
tensa y existe la posibilidad de errar al rotular las cepas.
También es necesario un espacio amplio para el almacena-
miento de los cultivos.*?

El almacenamiento en refrigeracion (4 a 6 °C) de los
tubos perntite reducir la tasa metabélica de las células y
permite aumentar el tiempo de conservacion. Los tubos de-
ben ser llenados con agar a 1/3 de su capacidad y dejados
enfriar en posicién inclinada antes de ser repicados. Los
cultivos pueden ser almacenados por 2 a 3 meses, pasado
ese tiempo ¢l agar se deshidrata y la probabilidad de perder
la cepa aumenta.® Una forma de prolongar el tiempo de al-
macenamiento y disminuir la deshidratacién del medio es
restringiendo la disponibilidad de aire mediante el uso de
tubos con tapa de rosca, garrafas McCartney o cubriendo
las tapas de algodén o de rosca con papel parafilm.***
También es posible cubrir el cultivo desarrcllado, con acei-
te mineral (parafina de densidad 0.869 a 0.890) esterilizado
en horno a 170 °C por 1 a 2 h, o en la autoclave a 121°C
por 15 min. dos veces. El aceite es colocado sobre la super-
ficie del cultivo a una altura de 1.5 cm para tubos con agar
inclinado 0 2 cm para tubos con agar profundo. Esto pre-
viene la perdida de viabilidad, pues el rizobio es muy sus-
ceptible a la desecacién y muere répidamente.™ Los tubos
debe’rsl0 ser guardados en posicidn vertical, de preferencia a
5°C.

Se deben realizar pruebas de viabilidad periédicamente
y la recuperacion puede ser hecha repicando la cepa en me-
dio de cultivo nuevo. La cepa original debe ser guardada
por algunas semanas hasta que el subcultivo crezca, asi en
caso de presentarse algin problema, una nueva transferen-
cia puede ser realizada. Este método ha side recomendado
para ia conservacion de rizobios por periodos relativamen-
te cortos. Means and Erdman (1963, citado por Keyser’?)
encontraron que 70% de los 462 cultivos de rizobio, per-
dieron viabilidad después de 7 a 8 afios de almacenamiento
a temperatura ambiente. Los rizobios para frijol, trébol
blanco, arverja y lupino fueron los que presentaron el me-
nor nimero de cepas viables y las sobrevivientes perdieron
la capacidad de fijar nitrégeno. De manera opuesta, Date
and Halliday reportaron que 95% de las 107 cepas de rizo-
bio, preservadas por este método, sobrevivieron por mas de
20 afios manteniendo su capacidad simbidtica.'* Este méto-
do evita la infestacidn por dcaros pero presenta las otras
desventajas del subcultivo, ademas es necesario tener cui-
dado cuando el asa es flameada pues el aceite puede salpi-
car contaminando al operador y/o el 4rea de trabajo.*

CONSERVACION EN AGUA

La conservacitn de microorganismos en agua es un
método que es usado con diversos fitopatégenos'™?® y tam-
bién ha sido utilizado en la preservacién de los rizobios. La
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cepa es cultivada en medio liquido y después de concentra-
da por centrifugacién es resuspendida en un volumen igual
de agua destilada o desionizada esterilizada. Crist 7 al. re-
portaron que tres cepas de rizobio de soya y dos rizobios
de caupi suspendidas en agua desionizada permanecieron
viables por més de 16 meses.'? En cambio cepas de R. /e-
guminosarum bv. trifolii, 5. meliloti y una de rizobio de
Leucaena sometidas a las mismas condiciones no sobrevi-
vieron, Resultados similares fueron reportados para la cepa
B323 de S. meliloti'® y para R. phaseoli.'” Los rizobios de
crecimento lento (Bradyrhizobium) parecen ser mas resis-
tentes al almacenamiento en agua pero existe el riesgo de
variacién y la perdida de ciertas caracteristicas. Wagner
and Skipper reportaron que 23 cepas de B. japonicum per-
manecieron viables después de 66 meses de almacena-
miento en agua destilada. Sin embargo, 30% de las cepas
que eran resistentes a diferentes antibidticos perdieron ésa
caracteristica. Los autores concluyeron que el tiempo
maximo de mantenimiento de esas cepas en agua debe ser
limitado a 48 meses, después los rizobios deben ser culti-
vados en medio conteniendo el antibi6tico adecuado.*®

SECADO O DESHIDRATACION

El secado como forma de preservar microorganismos
ha sido utilizado extensivamente con los hongos, que pare-
cen ser mas resistentes que otros microorganismos a la des-
hidratacion. El método consiste en la remocién del agua
evitando la rehidratacion.” Las variaciones del método de-
penden del soporte utilizado que puede ser suelo, arena, si-
lica gel, papel (discos o tiras), pastillas (gelatina, almidén,
peptona, dextran) o perlas de porcelana,

Las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizo-
bium, como otras bacterias Gram negativas, mueren bajo
condiciones de secado y se ha encontrado que el rizobio
declinaba rapidamente cuando era secado en peliculas en-
cima de vidrio, esto no ocurria cuando el cultivo era colo-
cado en algodén, donde sobrevivia de 11 a 16 dias.?

El suelo, que es un reservorio natural de microorganis-
mos, ha mostrado ser muy (til como soporte, Cepas de S.
meliloti sobrevivieron 30 a 45 afios, en suelo esterilizado
almacenado a temperatura ambiente, al contrario de las ce-
pas de R. frifolii y R. leguminosarum bv. viciae que murie-
ron en periodos de 4 a 10 aftos.”* La principal dificultad es
seleccionar adecuadamente el suelo que va ser utilizado
debido a la variabilidad de textura y caracteristicas fisico-
quimicas.*®

Una variacién del método de secado hace uso de perlas
de porcelana. El procedimento para rizobio es una modifi-
cacién de Norris (1963 citado por Dye?®) del método origi-
nal ideado por Hunt et al. {1958 citado por Dye”®). Los re-
ctpientes son preparados llendndolos hasta % con silica gel
(azul cuando esta seco, rosado cuando esta himedo) la que
es cubierta con lana de vidrio, sobre ésta, son colocadas de
10 a 150 perlas de porcelana. Los recipientes son esterili-
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zados a 160-170 °C por 1-2 h, después las perlas son retira-
das e inmersas en un caldo conteniendo el rizobio. El culti-
vo es absorbido en las perlas, el exceso de caldo es dejado
drenar y las perlas son transferidas para el recipiente que es
cerrado herméticamente, Los cultivos acondicionados de
esta forma pueden ser almacenados a temperatura ambiente
o en refrigeracion. Para la reactivacién, basta colocar una
perla en medio liquido e incubarla en la temperatura ade-
cuada. Este método es muy rdpido vy ficil y no necesita de
manipulacién durante el almacenamiento. Norris (1963 ci-
tado por Dye™) reportd que 10 cepas de rizobio preserva-
das por este métedo permanecieron viables durante 24 me-
ses sin variaciones en la morfologia y en sus caracteristicas
simbidticas. Por su parte Krishan et al. encontraron que di-
ferentes cepas de Rhizobium y Azotobacter sobrevivieron
por 14 meses en perlas de porcelana almacenadas a tempe-
raturas entre 16.8 y 27.2 °C.** Date y Halliday recomien-
dan reprocesar los cultivos cada 3 a 4 afios para asegurarse
de que las células viables van a ser recuperadas.’” Segiin
esos mismos investigadores, la perdida de viabilidad es
mayor entre los rizobios de crecimiento répido debido a las
diferencias individuales que han sido encontradas y reco-
miendan que la sobrevivencia de cada cepa debe verificar-
se antes de optarse por este método.®

LIOFILIZACION

La liofilizacidn o criodesecacion es uno de los métodos
més utilizados para la conservacién de cepas de rizobioy
es considerado como el segundo mejor método de preser-
vacion después del almacenamiento en nitrégeno liquido.*

La liofilizacién consiste en un preceso mediante el cual
¢l agua es retirada de un producto congelado por sublima-
cién bajo presion reducida (vacio).? Este proceso se realiza
en tres fases: primero el producto es precongelado para
asegurar una estructura inicial sélidamente congelada, des-
pués se procede con el secado primario durante el cual 90 a
95% del agua es retirada y finalmente el producto es some-
tido a un secado secundario para retirar el agua restante.
No toda el agua es retirada y lo que resta representa la
humedad restdual. Para volver a su estado original, los cul-
tivos liofilizados necesitan ser rehidratados y colocados en
un medio de cultivo adecuado. Mediante la liofilizacién,
los cultivos de rizobio pueden ser conservados por perio-
dos prolongados.'®*® Atthasampunna et al. reportaron que
solo 2 de 168 cepas de rizobio que habian sido liofilizadas
y almacenadas a 4 °C durante 11 afios, no pudieron ser re-
cuperadas después de reconstituidas. Las 166 cepas restan-
tes eran viables y mantuvieron la capacidad de formar né-
dulos y fijar nitrégeno en la planta huésped.’

La sobrevivencia de la células después de la liofiliza-
ci6én puede variar entre el 1 y el 80 por cientoy depende de
varios factores.’* La resistencia a la liofilizacién parece ser
una caracteristica inherente al organismo y algunos resisten
mejor a este proceso. Han sido reportadas diferencias en la

sobrevivencia segin la especie de rizobio®' y atn dentro de
una misma especie.*® La edad del cultivo también tiene in-
fluencia en la sobrevivencia, sin embargo la definicion de
una edad o de una fase de crecimiento “ideal” para la liofi-
lizacién es dificil, pues depende de la especie de rizobio
que se quiere preservar. Amarger et al. encontraron que la
sobrevivencia de la cepa SAIO de §. meliloti después de la
liofilizacién, fue mejor cuando los cultivos se encontraban
en la fase logaritmica (30 h), sin embargo, las células que
se¢ encontraban en la fase estacionaria (96 h) sobrevivieron
mejor al almacenamiento a 30 °C.2 Dye no encontré dife-
rencias en la sobrevivencia de cepas de rizobio para alfalfa
y caupi que fueron liofilizadas en la fase logaritmica y en
la fase estacionaria.’' Sato report6 que la sobrevivencia de
la SEMIA 587 de B. japonicum era mejor cuando la cepa
fue liofilizada en la fase estacionaria (168 h) indicando que
las células maduras y estabilizadas soportaron mejor la lio-
filizacion,*!

Las condiciones de crecimiento también tienen influen-
cia en la sobrevivencia pues ha sido demostrado que mi-
croorganismos cultivados con agitacién y aireacion son
mas resistentes que los cultivados en tubos con agar. Evi-
dencias experimentales demuestran que las céiulas cultiva-
das con aireacién son mas permeables, permitiendo una sa-
lida mas rapida del agua durante el enfriamiento proporcio-
nando una mayor resistencia al congetamiento.’

Dentro de la liofilizacién, el congelamiento es un paso
critico pues tanto el congelamiento répido como el lento
son perjudiciales para los organismos vivos. Heckly reco-
mienda para las bacterias un congelamiento lento a aproxi-
madamente | °C/min.?” La utilizacién de sustancias crio-
protectoras puede mejorar la sobrevivencia, estas sustan-
cias pueden ser adicionadas al medio suspensién que es
utilizado para liofilizar la bacteria. Se considera que el me-
dio “ideal” debe contener un material de soporte (dextran
5%, albiimina de suero 5%) que permita la formacion de
una “pastilla” sélida y seca que proteja la bacteria durante
la liofilizacién y prevenga la dispersién cuando la ampolla
es abierta para la reconstitucidn, también debe contener
una sustancia (sacarosa, glucosa o sorbitol a 5 o 10%) que
mantenga la humedad residual en aproximadamente 1% a
2% y neutralizantes (peptona o glutamato de sodio al 1 o
5%)de los grupos carbonil que son toxicos.”>***® Algunos
investigadores afirman que la adicion de un antioxidante
como ¢l dcido ascérbico permite prolongar la vida util de
los microorganismos liofilizados.%?° Uno de los medios de
suspensioén mds utilizados para el rizobio es el que contiene
10% sacarosa + 5% peptona, sin embargo otro soporte co-
mo la leche desnatada (20%) también es usado.”*® Sato ob-
tuvo similar porcentaje de sobrevivencia cuando la cepa
SEMIA 587 de B. japonicum fue licfilizada en medio saca-
rosa 10% + peptona 5% o con leche desnatada al 10% +
glutamato de sédio al 5%.%!

Las condiciones de almacenamiento también ejercen
influencia en 'la sobrevivencia de los rizobios tiofilizados,
La estabilidad del liofilizado es afectada por la temperatu-
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ra, el contenido de humedad y la presencia de oxigeno. El
vacio dentro de la ampolla debe ser mantenido para mejo-
rar las posibilidades de recuperacién del cultivo, el oxigeno
gjerce un efecto letal pues reacciona con el liofilizado dis-
minuyendo la vida Gtil de éste. La reactividad es directa-
mente proporcional a la temperatura del producto.® Varios
investigadores han reportado que la sobrevivencia de dife-
rentes especies de rizobio liofilizados es mejor cuando la
temperatura de almacenamiento estd entre 4 y 10
°C.134041 g luz del sol también ejerce un efecto nocivo,
por lo que es recomendable almacenar los cultivos liofili-
zados protegidos de la luminosidad. Las condiciones en
que es realizada la reconstitucidn del liofilizado también
afectan la recuperacion del cultivo, para Spirillum y Lacto-
bacillus se reportd que, tanto la solucidén de reconstitucitn
como la temperatura y el medic de cultivo utilizados, tu-
vieron influencia en el niunero de células que fueron recu-
peradas.'"'® En el caso de B. japonicum, Sato no encontré
diferencias en el porcentaje de recuperacién de la cepa SE-
MIA 587, cuando la reconstitucion fue realizada a 22 o0 30
°C, va sea usando agua destilada, solucién de sales del me-
dio levadura-manitol a % de concentracién o solucién pep-
tonada al 0.1%.*** Después de la reconstitucién los culti-
vos deben ser dejados crecer por perfodos mas amplios de
lo usval pues frecuentemente las cepas liofilizadas exhiben
largos periodos lag.*®

Los cultivos después de liofilizados estdn protegidos
del riesgo de contaminacién e infestacién por 4caros. La
liofilizacién también facilita la distribucidn y permite al-
macenar gran cantidad de cultivos ocupando menos espa-
cio. Las principales desventajas del método son el costo
del equipo necesario y la necesidad de mano de obra espe-
cializada, Por otro lado, la posibilidad de cambios genéti-
cos en los microorganismos liofilizados ha sido muy deba-
tida en los altimos afios. A pesar de que la mayorfa de re-
portes indican que los microorganismos sometidos a este
proceso mantienen sus caracteristicas, existen evidencias
de que la Liofilizacidn puede ocasionar diversas modifica-
ciones.™*%%® Estas pueden deberse a la seleccién de mutan-
tes preexistentes en el cultivo o al daffo ocasionado al
DNA como resultado del proceso.*®* Ashwood-Smith re-
portd que la liofilizacidn aumentd la liberacion de bacterio-
fagos lambda en una cepa lisogénica de Escherichia coli®
La induccién de fagos temperados en cepas lisogénicas es
un indicador de dafio al DNA, pues cuando éste es afecta-
do, el genoma viral integrado en el cromosoma bacteriano
es liberado y se produce [a formacidn y liberacién de los
bacteridfagos.

Una variacién de la liofilizaciéon denominada de “L-
secado” fue propuesta por Annear.’ En éste método la sus-
pension de microorganismos es absorbida en fibras de ce-
lulosa o algoddn, éstas son colocadas en ampolletas para
ser secadas al vacio, el que es ajustado de manera a facili-
tar un secado rapido sin congelamiento. El medio de sus-
pensién y la exposicién al oxigeno también ejercen in-
fluencia en la sobrevivencia de las bacterias sometidas al

Conservacion de Rizobios

L-secado.'® Este método es considerado tan eficiente como
la liofilizacién tradicional y es usado para conservar el ger-
moplasma en la Coleccién de Rhizobium de Rothams-
ted.2'” Dye obtuvo porcentajes de sobrevivencia entre 43
a 84% cuando usé este método para conservar cepas de ri-
zobio para alfalfa y caupi.?’ Cepas de rizobios que fueron
almacenados por 16 afios, crecieron sin problemas cuando
fueron reconstituidos, a pesar de que algunas demoraron
mds del tiempo usual en mostrar crecimiento. Ninguna mo-
dificacién en el comportamiento simbidtico de los cultivos
fue detectada.™

CONGELAMIENTO

El almacenamiento de microorganismos a baja tempe-
ratura ha sido utilizado como método de conservacidn pues
con el congelamiento el agua queda indisponible permi-
tiendo una reduccion en el metabolismo. El método consis-
te en hacer una suspension del microorganismo, previa-
mente cultivado en medio sélido, y congelarlo. Si ¢l culti-
vo fue realizado en medio lHquido, es necesario separar las
células por centrifugacién, El congelamiento puede ser en
(ultra) congelador, con hielo seco o en nitrégeno liquido.
Algunos autores consideran que temperaturas por encima
de -30°C no son recomendables pues exponen a las células
a altas concentraciones de sales dafidndolas, sin embargo,
el uso de crioprotectores permite mejorar la sobreviven-
cia.?* Allievi y Salardi encontraron que la concentracién
celular de una cepa de B. japonicum conservada a -20°C
durante 7 meses, era | log,, mayor cuando el cultivo era
suspendido en 10% de leche desnatada antes de ser conge-
lade.! El glicerol (20 o 40%) y el suero de leche también
han sido utilizados como crioprotectores para rizobio, con
buenos resultados.”?** Se puede mantener la viabilidad de
los microrganismos conservados a -20°C por 1 a 2 aflos pe-
ro esta temperatura no es adecuada para la conservacién a
largo plazo. Para periodos més prolongados las células de-
ben ser congeladas a temperaturas mas bajas, siendo entre -
75°C y -80°C las més cominmente utilizadas. Keyser re-
portd que los cultivos de rizobio de la Coleccion del US-
DA-ARS en Beltsville, que fueron mantenidos entre -50°C
y -80°C, permanecieron viables y mantuvieron sus propie-
dacji_fs simbiéticas aiin después de 4 afios de almacenamien-
to.

Una variacién del métode de congelamiento, inciuye el
uso de perlas de vidrio. El procedimiento consiste en im-
pregnar las perias (3 mm de didmetro) con una suspension
de la bacteria para después ser almacenadas a -70°C. Cuan-
do un cultive nuevo es necesario, una o dos perlas son co-
locadas en el medio de cultivo adecuado. Este método es
muy rapido y facil ¥ no necesita de manipulaciones subsi-
guientes durante el almacenamiento.”” Dalton usando este
método, consiguid almacenar con éxito cultivos de Rhizo-
bium spp., Azotobacter y Klebsiella por varios afios."

La sobrevivencia de los microorganismos conservados
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por congelamiento puede ser aumentada usando temperatu-
ras ultrabajas las que pueden ser conseguidas con el uso de
nitrégeno en la fase de vapor (-196°C) o en la fase liquida
(-150 a t80°C). Estas temperaturas permiten el almacena-
miento por perfodos prolongados y la mayorfa de bacterias
pueden ser recuperadas con un 90 a 100% de sobreviven-
cia.*® Microorganismos que no sobreviven a la liofilizacién
0 a otros procedimientos pueden ser conservados a largo
plazo usando este método.”> Los cultivos que van a ser
congelados deben ser colectados en la fase logaritmica me-
dia o tardia,*® Dye recomienda colocar el cultivo en peque-
flas cantidades, en recipientes que permitan una répida
rransferencia de calor.2® Los crioprotectores que han sido
mas utilizados para la conservacién del rizobio a tempera-
turas ultrabajas son, el glicerol (10 0 20%) y el dimetil sul-
foxido (5 o 10%).2%*" El volumen del crioprotector a ser
utilizado debe ser aproximadamente igua! al volumen de
células que va ser congelado.* Para la reactivacién es sufi-
ciente descongelar los cultivos rapidamente en bafio Maria
a 37°C hasta que el hielo derrita (I a 2 min) para después
sembrarlos en medio liquido. Los recipientes almacenados
en nitrdgeno liquido deben ser retirados con mucho cuida-
do pues pueden explotar. Recipientes cerrados de forma
imperfecta tambié¢n pueden explotar durante el descongela-
miento, por lo que es recomendable cofocar las ampoiietas
en un vaso de precipitados con agua tibia y no directamen-
te en el bafio.’® Tanto el congelamiento como ef desconge-
iamiento pueden producir dafios celulares y el control de la
tasa de congelamiento es critica, los mejores resultados de
sobrevivencia y recuperacién de células han sido obtenidos
congelando a una velocidad de 1°C/min hasta -30°C y a
15-30°C/min hasta -150°C.>®

Este método es considerado uno de los mejores méto-
dos de conservacién y los cultivos pueden ser conservados
por periodos muy prolongados con buena estabilidad gené-
tica, sin embargo, a pesar de que las caracteristicas gene-
ralmente se mantienen sin alteracién, existen reportes de
cambios en el nicleo y en los plasmidos en microorganis-
mos que fueron conservados por éste método.*? Con todo,
se considera que la estabilidad genética de los microorga-
nismos conservados a temperaturas ultra-bajas es mejor
que la de aquellos sometidos a la liofilizacién.*? Este méto-
do tiene la ventaja de ser menos laborioso que los otros, sin
embargo, el uso de nitrégeno liquido tiene un costo inicial
alto y requiere un laboratorio bien equipado con un sumi-
nistro regular de nitrégeno.*

CONSIDERACIONES FINALES

Entre los métodos que estan disponibles para la conser-
vacion de cepas de rizobio, el almacenamiento en nitrége-
no es considerado el mejor,">% sin embargo, debido a la
posibilidad de interrupcion en la disponibilidad de nitrége-
no siempre debe mantenerse una coleccién en duplicado
conservada por otro método. En general, las grandes Co-
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lecciones de Cultivos conservan las cepas mediante dos o
més procedimientos vy esto es lo més recomendable, no im-
porta cuél sea el tamafio dei cepario. También es necesario
mantener una coleccion secundaria para los trabajos de ru-
tina (investigacién, produccién de inoculantes etc) de esta
forma la “coleccién madre” queda protegida del riesgo de
contaminacién o pérdida y sirve como iiltima fuente y refe-
rencia.

La licfilizacion es una alternativa cuando el uso del ni-
trégeno no es posible. Sin embargo, debido al costo del
equipo necesario, generalmente no es accesible para quien
trabaja con colecciones pequeiias. La opeidn por un deter-
minado método debe considerar el nimero de cultivos a ser
conservados, la frecuencia de uso de los cultivos y el tiem-
po de conservacion requerido ademas del clima, equipa-
miento, espacio fisico, mano de obra experimentada y otras
facilidades disponibles. Independientemente de la opcion
realizada, el método seleccionado debe ser evaluado perio-
dicamente para garantizar su eficiencia. Esa evaluacion de-
be incluir, adema4s de la observacioén periddica de las carac-
teristicas de la cepa, una prueba de infeccién en la planta.
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