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Introduccién. T. harzianum ha sido utilizado de forma
efectiva para combatir plagas de varios hongos
fitopatdgenos sobre muchos cultivos. En la formulacion
de productos usados para control biol6gico un parametro
a evaluar es la viabilidad después de los procesos de
acondicionamiento, que es evaluada por la determinacién
de unidades formadoras de colonias (UFC). Sin embargo,
esta técnica incrementa la probabilidad de error y
consume mucho tiempo. Ananta y colaboradores, hacen
uso de la citometria de flujo para evaluar dafios celulares
derivados por el secado por aspersion. En general, las
células viables son capaces de convertir el diacetato de
carboxifluoresceina  (CFDA) no fluorescente en
carboxyfluoresceina (CF), un producto fluorescente
impermeable a través de la pared celular. Por otra parte,
las células con paredes intactas son capaces de excluir
colorantes de acidos nucleicos, como el ioduro de
propidio (IP). Mediante esta metodologia es posible
caracterizar una poblacion celular en términos del
namero de células intactas y viables (fluorescencia verde
de CF) y de las células dafiadas no viables (fluorescencia
roja, IP).

El objetivo de este trabajo fue establecer un método
rapido y eficaz para la determinacion de la viabilidad de
esporas de T. harzianum, asi como el dafio estructural
ocasionado después del secado.

Metodologia . Las esporas se recuperaron con NacCl
0,9% y Tween 40, 0.05% a partir de placas de PDA y
fueron esterilizadas para obtener los diferentes
porcentajes de viabilidad. Para el analisis de citometria
se utilizé la técnica descrita por Ananta y colaboradores
(1) y las muestras se analizaron en el citobmetro de flujo
Mod. FACSCalibur (Becton Dickinson)

Resultados y discusién . Como se muestra en la figura
1 solo la tincién con IP fue positiva, ya que solo se
observa acumulacion en el cuadrante 1 que es donde se
presentan las células positivas para la tincion de IP (1b),
es decir las células con membrana comprometida, sin
embargo en el cuadrante 4 no se muestra acumulacion,
lo que demuestra que la tincibn con CFDA no se
presento (1a).

La tincion de IP permitié establecer una correlacion (Fig.
2) entre la viabilidad de las muestras y el porcentaje de
fluorescencia acumulado en el cuadrante 1, con lo cual
se puede evaluar la viabilidad de las muestras mediante

esta técnica, y con esto disminuir el error humano que se
presenta al evaluar la viabilidad mediante, cuenta en
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Figura 1. Analisis de densidad de poblacion de esporas de T.
harzianum. (a) Viabilidad 81%, (b) Viabilidad 0%.
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Figura 2. Correlacion entre viabilidad en placa de esporas de T.
harzianum y el porcentaje de poblacién en el cuadrante 1.

Conclusiones . Con el uso de la citometria de flujo, es
posible correlacionar la viabilidad de esporas de T.
harzianum con el porcentaje de células tefiidas con IP, y
permitira determinar si el dafio celular que se ocasiona
durante el proceso de secado, es dafio en membrana.
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