Evaluacion de la efectividad de diferentes métodos
de conservacion para las cepas de Rhizobium sp 3
y Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5

Marlyn Pérez-Rodriguez*, Yanely Diaz-Pérez, Natividad Oliva-Llanes, Direilis Diaz-Garcia, Eulalia Gémez-
Santiesteban, Ana Nelis San Juan-Rodriguez, Vivian Lebn-Fernandez y Daisy Dopico-Ramirez

Unidad Empresarial de Base (UEB) Bioprocesos Cuba 10. Instituto Cubano de Investigaciones de los
Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA). Pablo Noriega, CP 33500. Quivican. Mayabeque, Cuba.
*marlyn.perez@icidcamy.azcuba.cu

RESUMEN

La Unidad Empresarial de Base (UEB) Bioprocesos Cuba 10, del Instituto Cubano de Investigaciones de
los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA), tiene entre sus prioridades la creacion de bancos de células
gue le permitan el mantenimiento y conservacion, a largo plazo, de los microorganismos que se utilizan para
la investigacion, desarrollo y produccién de bioproductos. Asi se garantiza el material biolégico necesario
para el sostén de estas lineas de trabajo, con ese objetivo se realizé el estudio que se expone. Para estable-
cer los bancos de cepas del Rhizobium sp 3 y Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5 en glicerol, se utilizo el
método de conservacién por congelacién 6 criopreservacion a -70 ‘C y el método alternativo de conservacion
en suelo estéril, a temperatura ambiente, se seleccioné para la cepa Rhizobium sp. El estudio se inicié con
la ejecucion de los protocolos de trabajo, definidos para las cepas objeto de estudio, su aplicacion permitio la
conservacion adecuada de las cepas Rhizobium sp 3 y Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5, para mantener
las propiedades de viabilidad, homogeneidad y pureza de los bancos establecidos. Se obtuvo una mejor res-
puesta en los bancos de células crioconservados con un 20 % de glicerol (criopreservante) a -70 °C, también
se pudo corroborar la eficacia del método de conservacion en suelo estéril para la cepa Rhizobium sp 3.
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ABSTRACT

The Basic Business Unit Bioprocesos Cuba 10, ICIDCA, has amonyg its priorities the creation of cell banks
that allow the long-term maintenance and conservation of microorganisms used for research, development
and production of bioproducts. In this way, the biological material necessary to support these lines of work is
guaranteed, with that objective the study that is exposed was carried out. To establish the Rhizobium sp 3 and
Lactobacillus rhamnosus LB / 103-1-5 strains banks in glycerol, the freezing or cryopreservation method was
used at -70 ° C and the alternative method of conservation in sterile soil at room temperature, was selected for
the Rhizobium sp. The study began with the execution of the working protocols defined for the strains under
study and the application of these methods allowed the adequate conservation of the Rhizobium sp 3 and
Lactobacillus rhamnosus LB / 103-1-5 strains, maintaining the properties of viability, homogeneity and purity
of established banks. It was obtained a better response in the banks established with 20 % glycerol (crypre-
servative) at -70 ° C, as well as the efficacy of the conservation method in sterile soil for the Rhizobium sp 3
strain.
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INTRODUCCION

La conservacion de microorganismos de interés industrial es una técnica basica en todo el proce-
so0. La conservacion ha de estar encaminada al mantenimiento de las cepas altamente productivas
durante largos periodos de tiempo sin que se produzcan cambios fenotipicos, especialmente en las
caracteristicas relacionadas con la produccion de los metabolitos secundarios de interés (1).

Los tres objetivos que hay que alcanzar para conservar correctamente las cepas microbianas en
los laboratorios de microbiologia son: que el cultivo a conservar sea puro y evitar que se produz-
can contaminaciones durante el proceso de conservacion; que durante el tiempo de conservacion
sobrevivan, al menos, el 70 u 80 % de las células y, por ultimo, que estas células permanezcan ge-
néticamente estables (1,2).

Con el fin de dar respuesta a estas necesidades se han desarrollado, a través de los anos, di-
ferentes métodos para el mantenimiento y conservacién de organismos como bacterias y hongos,
entre los que se encuentran la liofilizacion, congelacion, transferencia periddica, suspension en
agua destilada estéril, en capa de aceite mineral, desecacion en papel de filtro, desecacion en suelo,
arena, silicagel, entre otros; con los que se busca detener el crecimiento de las células microbianas
sin causar pérdida de viabilidad. Ademas de mantener la estabilidad y pureza de los organismos
preservados (3-5). Por otro lado, la eleccion de un método u otro depende del tipo de microorganis-
mo a preservar, del tiempo que se deseen mantener conservados los cultivos, de los recursos del
laboratorio, asi como el entrenamiento del personal encargado (6,7).

Sobre la base de estos aspectos y la disponibilidad técnica que existe en la UEB Bioprocesos
Cuba 10, se realiz6 un estudio de varios métodos de conservacion para garantizar la disponibilidad
del material biol6gico que se utiliza en la investigacion, desarrollo y produccién de dos bioproductos:
BIOENRAIZ y PROBICID.

Para la produccion del BIOENRAIZ®, se parte de la cepa Rhizobium sp, cepa autoctona aislada
de suelos de cafia de azucar y seleccionada de un total de 23 cepas. El BIOENRAIZ® es un bioes-
timulante cuyos componentes activos son los AlA, producidos por la bacteria Rhizobium sp. Este
ejerce una accion positiva sobre la formacién de las raices y favorece la germinacién, se utiliza
como fitohormona en los procesos de enraizamiento en viveros de reproduccidén por esquejes o
vitroplantulas, sustituye al quimico Actiguard de Novartis, a otras hormonas de Abbot, Ecoscience
y Bayery, al indolacético y otros indoles que hoy se importan en forma de reactivo, para ser usados
en las biofabricas (8).

El PROBICID, se define como un aditivo alimentario microbiano, que beneficia al animal hospe-
dero, mejorando el balance microbiano del tracto gastrointestinal (TGI), que eleva el sistema inmu-
ne, participa activamente en la supresién de patdgenos, mejora la asimilacién de alimentos poco
digeribles y disminuye las sustancias téxicas, influye en la conversion eficiente del alimento para el
crecimiento y/o la produccion, y contribuye, ademas, a una significativa disminucion de la morbilidad
y mortalidad (9).

Por la necesidad de contar con métodos de conservacion que garanticen la preservacion de estas
cepas, dada su importancia econdmica, la disponibilidad del equipamiento, la conservacion de las
cepas y sus caracteristicas se seleccioné el método de conservacion por congelacién o criopreser-
vacion a -70 ‘C. Heckly, citado por Perry (10), indica que ante estas bajas temperaturas, la viabilidad
celular es casi independiente del periodo de almacenamiento; ademas, se cree que los individuos
criopreservados, siguen siendo genéticamente estables. Esto ha sido respaldado en los resultados
reportados por diferentes autores: Alfonso et al. (11), Parra et al. (12), Arencibia et al. (1), entre otros.

Como método alternativo se eligié la conservacion en suelo estéril, a temperatura ambiente, para
lo cual se selecciond la cepa Rhizobium sp. El estudio se inicié con la ejecucién de los protocolos de
trabajo, definidos para las cepas objeto de estudio.
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Para el mantenimiento de un banco como este, los cultivos deben permanecer puros y homogeé-
neos. Los criterios para evaluar el método seleccionado fueron la viabilidad y pureza microbiana. Lo
expuesto anteriormente, constituye el objetivo de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas objeto de estudio
* Rhizobiumsp 3
» Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5.

Confeccion de los bancos de cepas

Para la confeccién de los bancos de cepas del Rhizobium sp 3 en glicerol, se partié de un cultivo
fresco crecido en placas con medio agar YMA, incubado a 30 °C, por 48 horas. De las placas cre-
cidas se tomaron la mayoria de las colonias, para ser inoculadas en medio YMA liquido. EIl cultivo
se creci6 en zaranda a 30 °C, con una agitacion de 150 r.p.m., durante 16 h. Al cultivo crecido, una
vez verificada su pureza, le fue afadida una soluciéon de glicerol al 20 y al 30 %, para el estudio de
los bancos, a diferentes concentraciones de glicerol y se distribuyeron en alicuotas de 1 mL por vial,
que se almacenaron a —70 °C.

El banco de cepas del Rhizobium sp 3 en suelo estéril, método de conservacion alternativo selec-
cionado, se elabor6 a partir de un cultivo fresco crecido en placas con medio agar YMA, incubado a
30 °C, entre 48 y 72 horas. De las placas crecidas se tomaron la mayoria de las colonias, las cuales
fueron descargadas en agua desmineralizada estéril. Una vez verificada la pureza por tincion de
gram, se distribuy6 en alicuotas de 1 mL en tubos con 3 g de tierra estéril, los cuales fueron incu-
bados a 30 °C, por 10 dias. Al concluir el periodo de incubacion los tubos fueron almacenados a
temperatura ambiente.

Los bancos de cepas del Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5 en glicerol, fueron confeccionados
a partir de la siembra del microorganismo en medio agar MRS, incubado a 37 °C, de 48 a 72 horas.
De las placas crecidas se tomaron la mayoria de las colonias para ser inoculadas en caldo MRS,
incubadas a 37 °C, por 16 horas. Al cultivo crecido, una vez verificada su pureza, le fue afiadida
una solucion de glicerol al 20 y 30 %, para el estudio de los bancos a diferentes concentraciones de
glicerol y se distribuyeron en alicuotas de 1 mL por vial, que se almacenaron a —70 °C.

Para la recuperacién de los microorganismos crioconservados, se tomo un criovial de cada cepa
bacteriana, sometido a una temperatura de 37 °C, en bafio serolégico, con agua destilada, hasta su
descongelacién por, aproximadamente, cinco minutos (13).

En la realizacién de los estudios de estabilidad de los bancos, se tomé como tiempo de referencia
un afio y se controlo para evaluar la eficacia del método de conservacion en estudio, mediante la
medicion de la purezay la viabilidad de cada banco.

Evaluacion de la eficacia del método de conservacién

Como variables de respuesta seleccionadas para evidenciar la efectividad de estos métodos y
evaluar si los organismos conservaban sus caracteristicas fenotipicas, genotipicas y el potencial
industrial, se utilizaron las pruebas de viabilidad y pureza.

Verificacion de la viabilidad de los bancos
La verificacion de la viabilidad de los bancos se llevdé a cabo mediante diluciones seriadas de
10?1 hasta 10, en solucion salina (NaCl 0.9 %) y se sembraron en los medios especificos, segun el
método descrito por Pérez et al. (14).
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Las placas se incubaron a la temperatura de 30 °C, durante el tiempo definido para cada microor-
ganismo; despueés de este tiempo se contaron las colonias y se calculo la viabilidad de los bancos.
El nimero de viables se definié como la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC), con-
tadas en cada traza (nmero de colonias promedio) multiplicada por 10 (volumen de la alicuota) y
por el inverso del factor de dilucién, para definirlas como UFC/mL. Las especificaciones de calidad
de los bancos se definieron para una viabilidad limite, en un orden por debajo de la viabilidad de
partida del banco creado.

Verificacion de la pureza microbiolégica, mediante crecimiento en placa de medios
indicadores

Para la verificacion de la pureza se toman viales de cada uno de los bancos transfiriendo su conte-
nido a un tubo con 9 mL de caldo triptona soya, que se incuba a 35 * 2 °C, durante 7 dias. Posterior-
mente, se llevan a cabo diluciones seriadas en solucion salina peptonada y se realiza la siembra en
superficie, en placas con medio agar triptona soya, que se incuban en posicion invertida a 35 + 2 °C,
durante 72 horas. A las placas crecidas se les realizé tincion de Gram, segun describiéo Kuneman et al.
(15) y se analizaron por inspeccion visual al microscopio estereoscépico.

Como criterio de pureza microbioldgica se tomo la morfologia de las colonias y sus habilidades
de crecimiento en los diferentes medios de cultivo, asi como la homogeneidad de las células por
tincion de Gram.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de estabilidad de los bancos de cepas del Rhizobium sp 3
Los resultados del control establecido para los bancos de cepa del Rhizobium sp 3 en glicerol, a
diferentes concentraciones, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Comportamiento de la viabilidad y pureza de la cepa Rhizobium sp 3
conservada en glicerol al 20 y al 30 %

. 20 % Glicerol 30 % Gilicerol
Dias Pureza Pureza
(Ufc/ml) (Ufc/ml)

0 2.50E+10 Cultivo puro 1.60E+10 Cultivo puro
15 1.90E+10 Cultivo puro 1.55E+10 Cultivo puro
30 1.60E+10 Cultivo puro 1.05E+10 Cultivo puro
45 1.48E+10 Cultivo puro 1.15E+10 Cultivo puro
60 1.40E+10 Cultivo puro 1.20E+10 Cultivo puro
90 1.30E+10 Cultivo puro 1.10E+10 Cultivo puro
120 2.00E+10 Cultivo puro 1.55E+10 Cultivo puro
150 2.10E+10 Cultivo puro 1.25E+10 Cultivo puro
180 2.15E+10 Cultivo puro 1.60E+10 Cultivo puro
210 2.05E+10 Cultivo puro 1.50E+10 Cultivo puro
240 2.20E+10 Cultivo puro 1.35E+10 Cultivo puro
270 2.25E+10 Cultivo puro 1.55E+10 Cultivo puro
300 2.20E+10 Cultivo puro 1.60E+10 Cultivo puro
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Los controles realizados para ambos bancos confirmaron que el método de conservacion se-
leccionado cumple con los indicadores establecidos, lo cual corrobora los resultados reportados
por Diaz Alcantaras (16). En la figura 1 se puede observar que para los dos bancos estudiados la
viabilidad se mantuvo en el mismo orden en que estos fueron creados, que es un indicativo de la
efectividad del método.

Cepa: Rhizobium sp 3
1.00E+=11
1.00E+10 | —— — — —

1.00E+D9
—20% Glicerol

1.00E+08 | —_—0% GliceTol

1.00E+=O7F

1.00E+=0D6

Viabilidad UFC/mL

1.00E+D5

1.00E+04 Figura 1. Viabilidad de la cepa del Rhi-
o 15 30 45 60 90 120 150 180 210 240 270 300 ZObiUm Sp 3 Conservada en g|iC€I’0| (20
Tiempo (dias) y 30 %), por periodo de un afio.

Mediante el uso del software Statgraphics Centurion se realizé un analisis estadistico para de-
terminar si existen diferencias significativas entre los porcentajes de glicerol aplicados. Para ello
se realiz6 una comparacion de lineas de regresion UFC mL versus tiempo (dias) por porciento de
glicerol.

De este analisis se obtuvo el modelo ajustado de regresion lineal para describir la relacion entre
UFC mL, tiempo en dias y porciento de glicerol. La representacion grafica de las ecuaciones del
modelo ajustado para cada porciento de glicerol se muestra en la figura 2.
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El valor-P obtenido, para el modelo ajustado, fue de 0.0003 (menor a 0.05), lo que indica que
existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95.0 %.

El analisis ANOVA para variables (tabla 2), permite evaluar la significancia estadistica de los
términos en el modelo. Dado el valor-P para los interceptos es menor que 0.01, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los interceptos para los diferentes porcentajes de glicerol, con
un nivel de confianza del 99 %.
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Tabla 2. ANOVA adicional para variables segun el orden de introduccion

Fuente Cﬁ‘;gnrz ggs Gl C‘ﬁgé?fo Razén-F |  Valor-P
Tiempo dias | 3.8499E19 | 1 | 3.8499E19 | 4.79 0.0394
Intercepto | 1.92794E20 | 1 | 1.92794E20 | 24.01 0.0001
Pendientes | 4.39354E18 | 1 | 4.39354E18 | 0.55 0.4673
Modelo 2.35686E20 | 3

Por el analisis realizado, se concluye que existen diferencias estadisticamente significativas, para
los diferentes porcentajes de glicerol aplicados en los bancos de cepa de Rhizobium sp 3; el banco
donde se aplicé un 20 % de glicerol, tuvo una mejor respuesta en cuanto a los niveles de viabilidad,
durante el tiempo de estudio (1 afio).

Conservacioén del Rhizobium sp 3 en suelo estéril
En relacion con el estudio del banco de Rhizobium sp 3 en suelo estéril, método alternativo selec-
cionado, sus resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Comportamiento de la viabilidad y pureza

de la cepa Rhizobium Sp 3 conservada en suelo estéril Como se puede Observar’ en el Seguimiento

Dias Suelo estéril Pureza realizado al banco (figura 3), se logré mante-
(UFC/mL) ner en el mismo orden la viabilidad, durante el
0 3.90E+08 Cultivo puro tiempo fijado para el estudio, lo que indica que
30 3.80E+08 Cultivo puro el método de conservacion empleado es eficaz.
90 3.35E+08 Cultivo puro Estos resultados se comprobaron mediante los
120 3 25E+08 Cultivo puro le-ns?_yoT regllzngﬁ_c?ndre:;(:ﬁg con la pureza y
180 3.10E+08 Cultivo puro 0s hiveles de viabiiidad obtenidos.
240 3.30E+08 Cultivo puro
300 3.10E+08 Cultivo puro
Cepa: Rhizobium sp 3
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s S e b Estéril
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a i i 120 180 240 300 Figura 3. Viabilidad de la cepa del RhJ-_
zobium sp 3 conservada en suelo estéril
Tiempo (dias) por periodo de un afio.

Estudio de estabilidad de los bancos de cepa del Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5
Los resultados obtenidos del control establecido para los bancos de cepa del Lactobacillus rham-
nosus LB/103-1-5, a diferentes porcentajes de glicerol como agente crioprotector, se exponen en la
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tabla 4 y en la figura 4. Como se puede observar, se logré obtener un elevado nivel de supervivencia
para ambos bancos, lo que indica la efectividad del método de conservacion y confirma los resulta-

dos reportados por Brizuela (9) en la conservacion del Rhizobium a -70 °C

Tabla 4. Comportamiento de la viabilidad y pureza de la cepa Lactobacillus rhamnosus

LB/103-1-5, conservada en glicerol al 20y 30 %

Dias ZO(ETFS};:E;OI Pureza BO(KOFS/“rgﬁgm Pureza
0 1.50E+09 Cultivo puro 1.00E+09 Cultivo puro
15 1.40E+09 Cultivo puro 1.00E+09 Cultivo puro
30 9.00E+08 Cultivo puro 1.00E+09 Cultivo puro
60 1.60E+09 Cultivo puro 1.20E+09 Cultivo puro
90 1.30E+09 Cultivo puro 1.10E+09 Cultivo puro
120 8.90E+08 Cultivo puro 9.70E+08 Cultivo puro
150 1.50E+09 Cultivo puro 9.50E+08 Cultivo puro
180 1.10E+09 Cultivo puro 9.00E+08 Cultivo puro
210 1.10E+09 Cultivo puro 8.90E+08 Cultivo puro
240 1.20E+09 Cultivo puro 1.10E+09 Cultivo puro
270 1.40E+09 Cultivo puro 1.10E+09 Cultivo puro
300 9.50E+08 Cultivo puro 8.00E+08 Cultivo puro
330 5.30E+08 Cultivo puro 5.90E+08 Cultivo puro
360 7.90E+08 Cultivo puro 4.10E+08 Cultivo puro

Cepa: LactobacillusrhamnosusLB/103-1-5

1.00E+10

1.00E+09

1.00E+08

1.00E+07 |

1.00E+06

Viabilidad UFC/mL

1.00E+05

1.00E+04 -

— 0% Glicerol
= 30% Glicerol

0

15 30 60

90

120 150 180 210 240 270 300 330 360

Tiempo (dias)

Figura 4. Viabilidad de la cepa
Lactobacillus rhamnosus LB/103-
1-5 conservada en glicerol (al 20
y 30 %), por periodo de un afo.

En el anadlisis estadistico realizado para determinar si existen diferencias significativas entre los
porcentajes de glicerol aplicados, se ejecutdé una comparacion de lineas de regresion UFC mL ver-
sus tiempo (dias) por porciento de glicerol. La representacién grafica de las ecuaciones del modelo
ajustado para cada valor de porciento de glicerol se muestra en la figura 5.
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El valor-P obtenido, para el modelo ajustado, fue de 0.0014 (menor a 0.05), lo que indica que
existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95.0 %.

El analisis ANOVA para variables (tabla 5), permite evaluar la significancia estadistica de los tér-
minos en el modelo. Dado que el valor-P para los interceptos es menor que 0.05, existen diferencias
estadisticamente significativas, entre los interceptos para los diferentes porcentajes de glicerol con
un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 5. ANOVA Adicional para variables, segun el orden de introduccion

Suma Cuadrado i
Fuente Gl . Razon-F Valor-P
de cuadrados medio
Tiempo dias 6.81373E17 1 6.81373E17 13.91 0.0010
Interceptos 3.54375E17 1 3.54375E17 7.24 0.0128
Pendientes 1.11296E16 1 1.11296E16 0.23 0.6379
Modelo 1.04688E18 3

Del andlisis realizado se puede concluir, que existen diferencias estadisticamente significativas,
para los diferentes porcentajes de glicerol aplicados en los bancos de cepa de Lactobacillus rham-
nosus LB/103-1-5; el banco donde se aplico un 20 % de glicerol tuvo una mejor respuesta en cuanto
a los niveles de viabilidad obtenidos en el tiempo estudiado (1 afio).

CONCLUSIONES

Segun los resultados del estudio realizado, se pueden plantear las siguientes conclusiones:

1. Se establecieron y controlaron los bancos de cepa del Rhizobium sp y Lactobacillus rham-
nosus LB/103-1-5, con el método de conservacion de congelacién a -70 °C y como agente
criopreservante el glicerol al 20 y al 30 %.

2. Se establecio el banco de cepa del Rhizobium sp en suelo estéril como método de conserva-
cion alternativo.

3. La eficacia de los métodos de conservacion empleados, se midié mediante el empleo de los
ensayos de viabilidad y pureza en los bancos objeto de estudio, por un periodo de un afio.

4. La viabilidad de los bancos objeto de estudio se mantuvo por encima del valor establecido
para el control de calidad y el cultivo puro.
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Se demostrd que existen diferencias estadisticamente significativas para los dos niveles de
glicerol aplicados, en los bancos de cepa de Rhizobium sp 3 y el banco donde se aplicé un
20 % de glicerol, tuvo una mejor respuesta en cuanto a los niveles de viabilidad obtenidos en
el tiempo estudiado.

En los bancos de cepa Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5, se obtuvieron diferencias esta-
disticamente significativas para los diferentes porcentajes de glicerol aplicados, el banco don-
de se aplicé un 20 % de glicerol tuvo una mejor respuesta en cuanto a los niveles de viabilidad
obtenidos en el tiempo estudiado.

Se pudo comprobar que el método de conservacion en suelo estéril de la cepa Rhizobium sp 3
fue eficaz y se mantuvo la pureza del banco y la viabilidad en el mismo orden en que se creo.
Los resultados de este estudio demuestran que los métodos de conservacion empleados para
las bacterias estudiadas son eficaces, ya que permiten obtener bancos de células estables,
segun los criterios evaluativos establecidos.
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