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RESUMEN

Introduccidén. Numerosos métodos de conservacion se han utilizado para el mantener la Coleccion de
Cultivos Microbianos del ICIDCA.

Objetivo. Garantizar la estabilidad y conservacion de la cepa Pseudomonas aeruginosa PSS, pertene-
ciente a la Coleccion de Cultivos Microbianos del ICIDCA, para producir GLUTICID®; fungicida biolégico
ampliamente utilizado en la agricultura.

Materiales y métodos. Se muestran los resultados de dos métodos de conservacion: agua destilada
estéril y tierra de jardin estéril, reportados en la literatura como métodos sencillos, econdmicos y que han
permitido conservar el microorganismo por 20 afos.

Resultados y discusion. Valores de diferencia en concentracion de células viables siempre inferiores
cuatro unidades logaritmicas (4 < log (UFC/mI) para el mayor tiempo de estudio de estabilidad, con relacion
al tiempo inicial de conservacion, avalan la efectividad de ambos métodos. Se lograron definir, ademas, para
ambos métodos, asociaciones entre concentracion de viables y tiempo en estudio, que ajustaron de manera
Optima (R? >0.94, en ambos casos).

Conclusiones. El método de conservacion en agua destilada estéril evidencio los mejores resultados.

Palabras clave. Métodos de conservacion, Pseudomonas aerouginosa, estabilidad en agua destilada,
estabilidad en tierra de jardin.

ABSTRACT

Introduction. Several conservation methods have been used to maintain the Microbial Culture Collection
at ICIDCA.

Objective. To ensure the stability and conservation of the strain Pseudomonas aeruginosa PSS, from the
Microbial Culture Collection at ICIDCA to produce GLUTICID®; highly biological fungicide in agriculture.

Materials and methods. The results of two conservation methods are shown: sterile distilled water and
sterile garden soil, reported in the literature as simple and economical methods that have allowed the conser-
vation of the microorganism for 20 years.

Results and discussion. Difference values in concentration of viable cells always less than 4 logarithmic
units (4 < log (UFC/ml) for the longest stability study time in relation to the initial conservation time, support
the effectiveness of both methods. It was also possible to define for both methods, associations between the
conservation of viable products and the study time, which adjusted optimally (R? >0.94, in both cases).

Conclusions. Sterile distilled water method show the best results.

Keywords. Conservation methods, Pseudomonas aerouginosa, stability using distilled water, stability
using soil garden
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INTRODUCCION

El uso de los microorganismos ha sido esencial para establecer la solucién de multiples proble-
mas de la humanidad, los cuales pueden presentarse en campos tan diversos como la agricultura,
la alimentacion de los pueblos, la salud (animal y humana), la busqueda de nuevas fuentes de
energia y la conservacion del medioambiente (1). Entonces, los microorganismos constituyen la
fuente del material basico para el desarrollo de medicamentos, la introduccion de agentes agroqui-
micos, el mejoramiento de biocontroladores, la elaboracion de cosméticos y la confeccién productos
industriales (1 - 3). Por lo antes mencionado, el creciente uso de bacterias, levaduras y hongos en
diferentes esferas ha potenciado la necesidad de mantener los cultivos microbianos, de tal manera
que las propiedades que los hacen importantes permanezcan estables (2 - 5).

Una gran variedad de métodos de conservacion de microorganismos se han empleado (con un
marcado desarrollo en el tltimo medio siglo), estos métodos deben considerar las recomendaciones
de la Federaciéon Mundial de Colecciones de Cultivos (WFCC, por sus siglas en inglés). Las guias
generales de dicha federacion enuncian como principio minimizar la probabilidad de la pérdida de
las caracteristicas fisiologicas de las cepas conservadas, asi como evitar mutaciones en ellas; es-
tas deben mantenerse por, al menos, dos procedimientos diferentes (5, 6). En general, existen tres
categorias que agrupan los métodos de conservacion (basadas en el tiempo en que las células con-
servadas permanecen viables), que se definen como variantes de mantenimiento a corto, mediano
y largo plazos (6).

El ICIDCA cuenta con una Coleccién de Cultivos Microbianos, con un gran nimero de microorga-
nismos que han constituido el material imprescindible para establecer el desarrollo de investigacio-
nes en diversas ramas, tales como la modificacion del material genético de células, el desarrollo de
estimuladores del crecimiento vegetal, la elaboracion de alimento animal, la produccion de alcohol
y el mejoramiento del medioambiente (2, 5, 7, 8). Del mismo modo, estas investigaciones (con el
empleo de diversas cepas microbianas) han permitido la introduccién de microorganismos como
soporte de diversos procesos tecnolégicos (2, 5, 8).

Debe mencionarse, ademas, que los microorganismos conservados se han empleado como el
necesario elemento que permite establecer la trasferencia de tecnologias, desde el ICIDCA hacia
varios centros que demandan el saber hacer, asociado a procesos que emplean cepas microbianas
pertenecientes a la coleccion del Instituto. De ahi la importancia de la imprescindible conservacion
de microorganismos, que garanticen el ulterior empleo de estos en las diversas aplicaciones antes
descritas; por ello, el objetivo de este trabajo es definir si la conservacion de la cepa de Pseudo-
monas aeruginosa PSS, con el empleo de dos métodos diferentes, permite establecer niveles de
viabilidad de dicha bacteria, para su posterior uso como productora de GLUTICID®; (importante
fungicida biologico).

MATERIALES Y METODOS

Se empled como microorganismo la cepa de Pseudomonas aeruginosa PSS, que se conservaba
en forma de preparado liofilizado (0.5 ml de liofilizado por frasco). Con la reconstitucion de cada frasco
liofilizado, con 1 ml de agua destilada estéril, se obtuvo una concentracion de 2.5*10'° UFC/ml, a partir
de la cual se prepararon las dos variantes de conservacion, con la metodologia que aqui se describira.

Preparacion de los frascos e inoculacion en tierra estéril

Se adicionaron 6 g de tierra de jardin en frascos de 1 L y, a continuacion, se procedié a esteri-
lizar dicho material en autoclave, durante 15 min, a 121 °C (tres esterilizaciones, segun principio
de la tindalizacion). Posteriormente, se adicioné 1 ml del reconstituido del liofilizado de la cepa de
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Pseudomonas aeruginosa PSS a la tierra de jardin estéril, para establecer una concentracion inicial
de 1.3*10%° UFC/g de tierra. El preparado en tierra de jardin se almacen6 a temperatura ambiente,
hasta su empleo, a los diferentes tiempos en estudio, para definir su estabilidad.

Preparacion de los frascos e inoculacién en agua destilada estéril

Se emplearon frascos de vidrio (con boca de rosca y tapa de baquelita), que contenian 9 ml de
agua destilada. Los frascos se esterilizaron a 15 libras, durante 20 min. Seguidamente, se adiciono
el volumen apropiado del liofilizado reconstituido del microorganismo a cada frasco (que contenian
agua destilada estéril), para establecer una concentracion inicial de 1.3*10*° UFC/ml. Los frascos se
almacenaron en refrigeracion (aproximadamente 4 °C), hasta su empleo a los diferentes tiempos en
estudio, para definir la estabilidad del preparado.

Comprobacién de la viabilidad

La viabilidad se evaluo a los tiempos: seis meses y 20 afios, mediante siembra a profundidad
de los microorganismos conservados (en tierra de jardin o en agua destilada estéril), en placas de
Petri, previamente preparadas con medio de cultivo Agar nutriente o King B. Se procedi6 a incubar
la siembra realizada a 30 °C, durante 24 h; y, posteriormente, se realizaron los conteos para deter-
minar la concentracion (en UFC/ml) de los microorganismos conservados en el estudio.

Adicionalmente, con los valores obtenidos de las UFC/ml se procedi6 a realizar la comparacion
entre los dos métodos de conservacion, a los tiempos en estudio correspondientes a 6 meses y
20 anos, con el empleo del estadigrafo t de Student, del programa estadistico STATGRAPHIC. Se
establecio, ademas, la determinacion de la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo
(M) a los diferentes tiempos de conservacion y se procedié a comparar los valores de esta variable
con el valor obtenido para esta, al tiempo inicial del estudio.

Con los tiempos de conservacion, correspondientes a los previamente mencionados (inicial, 6
meses y 20 afios), asi como con otros incluidos en este estudio (3 meses, 9 meses, 1 afo, 2 afios, 3
afos, 5 aflos y 10 afios), se procedio a estimar la relacidon entre la concentracion de células viables
del microorganismo UFC/g (o UFC/ml) y el tiempo en estudio, con el empleo de la opcion de analisis
de regresion del programa estadistico STATGRAPHIC, para los dos medios de conservacion.

Tincion de Gram para la identificacion del microorganismo y determinacion cualitativa del
sideroforo (Pioverdin-Il)

La tincion de Gram se realizd segun el procedimiento descrito por otros autores, para la identifi-
cacion de Pseudomonas aeruginosa se tomd como base la morfologia tipica de este microorganis-
mo, luego de dicha tincion. La determinacion cualitativa del compuesto Pioverdin-II (sideréforo) se
establecio acorde a la observacion visual del color verde, que es caracteristico para este pigmento y
permitid, ademas, (de conjunto con la tincion de Gram) la identificacion del microorganismo (1, 2, 5).

RESULTADOS Y DISCUSION

El mayor nimero de las células observadas al microscopio (mas del 95 % de las células por
campo) se correspondieron con la morfologia tipica de Pseudomonas aeruginosa (figura. 1), lo
gue avala la pureza del cultivo, para los diferentes tiempos en estudio. Asi, se observaron bacilos
Gram-negativos pequefios, motiles y rectos (algunos ligeramente curvos).tanto en el tiempo inicial
como en los tiempos previamente descritos (6 meses y 20 afos).
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Figura 1. Imagen correspondiente a la tincién de
Gram del cultivo de células de Pseudomonas aeru-
ginosa PSS, procedente del tiempo inicial, con el
empleo de agua destilada estéril como método de
conservacion. Se empled microscopia 6ptica con
una magnificacion de 100X.

La cepa en estudio, en el medio de cultivo de Agar Nutriente, mostré colonias planas blanco-gri-
saceas, con bordes irregulares. En el medio King B, el microorganismo produjo un pigmento amari-
llo-verdoso fluorescente (figura. 2), al tiempo inicial, a los 6 meses y a los 20 afos. Dicho pigmento
es el sideréforo Pioverdin Il, cuya aparicién se ha reportado por otros autores, al realizar cultivos de
Pseudomonas aeruginosas (5, 9); los que, ademas, describen la sintesis por el microorganismo de
otros metabolitos antimicrobianos del tipo mono-acetil-fluoroglucinol.

Se obtuvo, por ambos métodos de conservacion, una alta recuperaciéon de las células, al compa-
rarseles con reportes previos de conservacion de bacterias (6, 7). Para ambos métodos de conser-
vacion se determinaron concentraciones de células en el orden de 108 y 10*° UFC/g (o UFC/ml), a
los 8 meses y de 10°y 108 UFC/g (o UFC/m) a los 20 afios, para las estrategias de conservacion en
tierra de jardin estéril y agua destilada estéril, respectivamente.

Figura 2. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
PSS, luego del cultivo en superficie del microorga-
nismo, procedente de tierra de jardin estéril en me-
dio King B. Se visualiza, ademas, la produccién de
sideroforo.
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Los titulos antes referidos para los dos métodos de estabilidad en estudio; asi como la presencia,
en cada uno de ellos, del sideréforo (visualizado en cada caso por coloracion verde de las colonias
del microorganismo en el medio King B) permiten establecer, durante al menos 20 afios, la produc-
cion del GLUTICID® (importante fungicida biolégico para la agricultura y otros usos). Sin embargo,
debe sefalarse que, a pesar de que ambos métodos garantizan niveles de viabilidad adecuados,
el método de conservacion en agua destilada estéril fue marcadamente superior p<0.05 (tabla 1).

La tabla 1 muestra los resultados de la viabilidad expresada en UFC/g (o UFC/ml) de la cepa
conservada en tierra de jardin estéril y en agua destilada estéril al tiempo inicial, a los 6 meses y a
los 20 afios.

Tabla 1. Viabilidad de la cepa de Pseudomonas aeruginosa PSS,
en tierra de jardin estéril y agua destilada estéril

_ UFC/g (UFC/ml)2 UFC/g (UFC/ml)2 UFC/g (UFC/ml)2
Modo de conservacion
(t =0 meses) (t = 6 meses) (t =20 afios)
Tierra de jardin estéril 1.30 x 10%° 9.6 x108 1.9x10¢
Agua destilada estéril 10 9/ — 8 fen
(valor de p)° 1.30 x 10*°(ND) 1.14 x 10°(p = 0.0026) | 1.0x10® (p = 0.0014)

a: La concentracion de células para el método de conservacion en agua destilada estéril se expresa en UFC/ml

b: Valor de probabilidad calculado con ek empleo del estadigrafo t de student al comparar los valores de concen-
tracién obtenidos por ambos métodos

ND: No definido, pues al tiempo inicial (t=0), ambos métodos de conservacion tienen el mismo valor de concentra-
cion celular inicial

Teniendo en cuenta los resultados antes referidos y los reportados por otros autores (2, 10) se
evidencia que la implementacion del método de preservacion estara en dependencia del microor-
ganismo en cuestion (importancia y requerimientos fisiolégicos), asi como del depositario (recursos
disponibles y alcance). Asi, la recuperacion obtenida por ambos métodos de conservacion (diferen-
cia entre el valor inicial de concentracion y el valor para el tiempo en estudio) fue inferior a 4 unida-
des en escala logaritmica de los datos (tabla 1), lo que garantiza que para los tiempos evaluados,
el material bioldgico conservado cumplira con los requerimientos definidos como 6ptimos (1) y que
permiten:

* Razonable tasa de sobrevivencia y recuperacion celular,

» Integridad genotipica y fenotipica que garanticen resultados reproducibles y buenas practicas

de seguridad bioldgica,

» Se evita el estado pospreservacion “viable pero no cultivable”,

« Ausencia de contaminaciones del cultivo puro.

En la tabla 2 se pueden observar los valores de concentracion (expresados en UFC/g) para los
diferentes tiempos de conservacion estudiados, con el empleo del método de conservacion de tierra
de jardin. No se obtuvieron diferencias significativas para los valores de velocidad de crecimiento
especifico (W), para todos los tiempos en estudio.

Lo antes expresado avala el uso de este microorganismo como iniciador (o starter) en procesos
fermentativos en los que se emplee, luego de transcurridos intervalos de tiempo que oscilen entre
3 meses y 20 afios, para el método de conservacion empleado. Un resultado similar se aprecia en
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cuanto a la no diferencia de los valores de p obtenidos, para el método de conservacion que utiliza
el agua destilada estéril (tabla 3). Debe sefialarse que este segundo método de conservacion, pre-
sentd mayores valores de concentracion de células, para los diferentes tiempos en estudio, lo cual
lo define como el método de conservacion mas efectivo de los empleados.

Tabla 2. Relacion entre el tiempo de conservacién y la viabilidad del microorganismo
con el empleo de tierra estéril de jardin

Tiempo de . . .
. ARos UFCl/g M (h?) Diferencia con p (versus t = 0)
conservacion
0 meses 0 1.3*10% 0.27 0.658Ns
3 meses 0.25 1.1*10° 0.24 0.606Ns
6 meses 0.5 9.6*10°8 0.28 0.351Ns
9 meses 0.75 9.1*10°8 0.31 0.612Ns
1 afo 1 8.2*10° 0.29 0.698Ns
2 afios 2 5.5*108 0.34 0.259Ns
3 afios 3 3.6*10°8 0.27 0.617Ns
5 afios 5 1.7%108 0.29 0.247Ns
10 afios 10 2.8*107 0.31 0.279Ns
20 afios 20 1.9*10° 0.31 0.666Ns

NS: Diferencia no significativa (p> 0.05)

Para ambos métodos en estudio se logré definir una relacion entre la concentracion de células
obtenidas y el tiempo en estudio, como muestra la figura 3. Para el método de conservacion en
tierra de jardin, se obtuvo una relacidén de potencia entre el logaritmo de las UFC/ml y el tiempo en
estudio que ajustd, de manera Optima, las variables analizadas (R? = 0.943), como se aprecia en la
figura 3 A. Con relacién al método de conservacion que emplea agua destilada estéril, también se
obtuvo una relacién de éptimo ajuste entre las variables analizadas (R? = 0.979), como se puede
observar en la figura 3 B. Ambos resultados permiten definir como adecuados a ambos métodos de
conservacion para predecir el valor de concentracion celular que se obtendria, a diferentes tiempos
de conservacion.

Con los métodos de conservacion empleados en este estudio (que se distinguen sobremanera
por el hecho de ser sencillos y econémicos) se incentiva la busqueda y el mejoramiento de métodos
de conservacion de cepas microbianas destinadas a la preservacion de pequefias colecciones en
instituciones de no altos recursos que atesoren material biolégico, sin desestimar por ello el per-
feccionamiento de métodos mas innovadores que puedan brindar un servicio de un alto grado de
especializacion.
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Tabla 3. Relacién entre el tiempo de conservacién y la viabilidad del microorganismo
con el empleo de agua destilada estéril

Tiempo d.e, Afos UFC/ml M (h?) Diferencia con p (versus t = 0)
conservacion
0 meses 0 1.3*10%° 0.28 0.609Ns
3 meses 0,25 1.23*10%° 0.33 0.227Ns
6 meses 0,5 1.14*10%° 0.28 0.635Ns
9 meses 0,75 9.41*10° 0.27 0.374Ns
1 afio 1 9.22*10° 0.29 0.413Ns
2 afios 2 8.87*10° 0.32 0.257Ns
3 afios 3 7.4%10° 0.31 0.341Ns
5 afios 5 5.3*10° 0.26 0.367Ns
10 afos 10 2.1*10° 0.27 0.407Ns
20 afios 20 1*108 0.29 0.423Ns

NS: Diferencia no significativa (p> 0.05).

Sin duda, la implementacion de toda estrategia de conservacion (como las discutidas en este tra-
bajo o de métodos mas costosos y novedosos) debera evidenciar una tendencia marcada hacia la
reduccion de tamafios del soporte de conservacion, de tiempos de consumo de energia y del riesgo
biolégico durante la manipulacion (4, 10).
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Figura 3. Relacién entre la concentracion de células y el tiempo de conservacion
para los dos métodos de conservacion empleados.

En la figura 3A se muestra la relacion logaritmica entre la concentracion de células y el tiempo
de estudio en afios, para el método de conservacion de tierra de jardin. En la 3B se muestra la
relacion exponencial entre la concentracién de células y el tiempo en estudio, para el método de
conservacion en agua destilada estéril. Para ambos graficos se muestran, ademas, la ecuacion vy el
coeficiente de correlacién (R?).
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CONCLUSIONES

1.

2.

Los métodos de conservacion en tierra de jardin y agua destilada fueron efectivos para la con-
servacion de la cepa Pseudomonas aeruginosa PSS, durante 20 afios, pues:

- Se obtienen valores de concentracion de células viables para dicho tiempo de conservacion,
permiten el uso de microorganismo como iniciador (o starter) de procesos fermentativos
(similar p para los tiempos estudiados).

- Se evidencia la pureza del cultivo a través de la tincion de Gram.

- Se mantiene la capacidad del microorganismo de producir el sideréforo (metabolito que co-
rrelaciona con la capacidad de fomentar el crecimiento vegetal).

El método de conservacion en agua destilada estéril mostré resultados superiores, en cuanto
a capacidad de conservacion, en comparacion con el método de conservacion que emplea
tierra estéril de jardin.

Las relaciones establecidas para ambos métodos de conservacion, entre la concentracion de
células y el tiempo; que ajustan, de manera 6ptima, dicha relaciéon entre las dos variables (R?
> 0.94 en ambos casos) permite estimar el nimero de células viables en funcion del tiempo.
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