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Resumen: La eleccion de un método de conservacion debe permitir mantener, entre otros parametros, la viabilidad, pureza y estabilidad
de las propiedades de una cepa. Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 es una levadura con atractivas potencialidades biotecnologicas,
conservada en la Coleccion de Cultivos del CEBI mediante dos métodos: transferencia periddica y agua destilada estéril (método de
Castellani). En este trabajo, para determinar la eficacia y calidad de los dos métodos utilizados para la conservacion de K. marxianus
CCEBI 2011, se evaluaron parametros como viabilidad, pureza e identidad y propiedades biotecnologicas. Por ambos métodos se obtuvo
una elevada pureza y una viabilidad de 5,31x10' células/mL y 6,8x10'° células/mL por el método de Castellani y transferencia periodica,
respectivamente. En este ultimo se alcanzaron los mayores valores de tolerancia a etanol (11%), produccion de etanol (6,08 + 0,11 g/L) y
actividad pectinolitica (15,29 + 1,71 U/mL). En los dos métodos se corrobor¢ la clasificacion taxondmica de esta cepa como K. marxianus,
segun el analisis de las regiones ITS1-gen 5,8S ARNr-ITS2. Se demostrd que los métodos de conservacion empleados son efectivos, y que
han mantenido con calidad las potencialidades biotecnoldgicas de este microorganismo por mas de 10 afios.
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Evaluation of two conservation methods for Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 at
the CEBI Culture Collection

Abstract: The election of a conservation method should allow maintaining, among other parameters, the viability, purity and stability of
the properties of a strain. Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 is a yeast with attractive biotechnological potentialities, conserved at the
CEBI Culture Collection by two methods: periodic transfer and sterile distilled water (Castellani method). In this study for determining the
efficacy and quality of the two methods being used for the conservation of K. marxianus, we evaluated parameters such as viability, purity,
identity and biotechnological properties. For both methods we obtained a high purity and a viability of 5.31x10'° cells/mL and 6.8x10'" cells/
mL, for the Castellani method and the periodic transfer method respectively. In this last method we obtained the highest values for ethanol
tolerance (11%), ethanol production (6.08 + 0.11 g/L) and pectonolitic activity (15.29 &+ 1.71 U/mL). For the two methods the taxonomic
classification of this strain as K. marxianus was corroborated according to the analysis of the ITSI-gen 5.8S ARNr-ITS2 regions. It was
shown that the conservation methods being used are effective and that they have maintained the quality of the biotechnological potentialities
of this microorganism during more than 10 years.
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Introduccion

El creciente uso de los microorganismos en la biotecno-
logia y en la proteccion medioambiental ha fortalecido la
necesidad de mantener los cultivos microbianos, de manera
que las propiedades que los hacen importantes permanezcan
estables [1]. Una de las formas de garantizar el seguimiento

continuo de las propiedades de las cepas, y que permiten su
utilizacion en un proceso dado, es mediante la conservacion
“ex situ” en colecciones de cultivos o ceparios.

Las colecciones de cultivos deben aplicar un sistema de
control de calidad que responda a las necesidades del usuario
y que se adapte a las facilidades y recursos disponibles.
Dentro de este sistema deben tomarse en cuenta, y aplicarse
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de forma invariante, criterios que aseguren la calidad y
confiabilidad en la utilizacion de los cultivos; entre ellos
se encuentran la viabilidad, pureza e identidad de las cepas,
depdsito, estabilidad genética, recepcion, almacenamiento
de la informacioén y distribucion [1,2].

En un cepario pueden emplearse diversos métodos de
conservacion: liofilizacion, cultivo periddico en cufias de
agar, congelacion en nitrogeno liquido, agua destilada estéril,
etc. La mayoria de ellos logran reducir el ritmo metabolico
de los organismos por retencion de nutrientes, agua y
oxigeno, por reduccion de la temperatura de conservacion,
o por combinacién de ambos [3].

Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 es una levadura
que exhibe atractivas potencialidades biotecnoldgicas, como
son su capacidad de crecer en concentraciones relativamente
altas de solutos y a elevadas temperaturas (42 °C); puede
asimismo ser empleada en procesos concomitantes de
fermentacion alcoholica y produccion de enzimas pectinasas
(endopoligalacturonasas) [4]. Es mantenida en la Coleccion
de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial (CCEBI) desde el afio 2002 hasta la actualidad,
bajo dos métodos de conservacion: transferencia periddica
y en agua destilada estéril (método de Castellani) [5]. El
mantenimiento estable de las propiedades biotecnologicas
de K. marxianus CCEBI 2011 constituye un requerimiento
para la utilizacion confiable de esta cepa por nuestros
investigadores.

En este trabajo se evalud la eficacia y calidad de los
dos métodos de conservacion empleados en la CCEBI
para el mantenimiento de la K. marxianus CCEBI 2011, a
través de la determinacion de parametros como viabilidad,
pureza ¢ identidad, asi como el estudio de las propiedades
biotecnologicas de la cepa, después de 10 afios.

Materiales y métodos

Microorganismos: Se utilizo la levadura K. marxianus
CCEBI 2011, aislada en el afio 2002 del agua de despulpe
del beneficio humedo del café de la despulpadora “Filé”,
Santiago de Cuba, Cuba, depositada de forma personal en
la CCEBI con el acréonimo CCEBI 2011 y en la Coleccion
Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT), para su proteccion legal
y uso restringido con fines de patentes, con el acronimo
CECT 11769.

En la CCEBI esta levadura es mantenida desde su
depdsito, como cepa de trabajo (docente e investigacion),
bajo dos métodos de conservacion: transferencia periodica
(CCEBI 2011a) cada 6 meses, en tubos de ensayo con cuilas
del medio extracto de levadura-peptona-dextrosa (YPD)
agar al 2% y en frascos de cristal con tapa de goma (3 mL
de capacidad) con 2 mL de agua destilada estéril (CCEBI
2011b), sellados con parafina liquida. En ambos casos se
conservaron 4 copias de cada una de ellas en una nevera
comercial a 4 °C.

Como cepa control o de referencia se utilizé una cepa de
K. marxianus conservada mediante liofilizacion (técnica
de conservacién a largo plazo considerada como estandar

de oro), donada por la CECT. A esta tltima se le identificd
como CCEBI 2011c.

Las CCEBI 2011b y CCEBI 2011c fueron revitalizadas
asépticamenteen 5 mLdecaldo YPDa37°Cysemantuvieron
en cufias de agar YPD al 2% a 4 °C hasta su utilizacion.
Los in6culos fueron obtenidos por la siembra de una asada
de las mismas en frascos Erlenmeyer que contenian 50
mL de medio YD (extracto de levadura-dextrosa; pH 5,0-
5,5) y se incubaron a 30 °C, bajo agitacion continua a 200
r.p.m, durante 16 h. Para la obtencion de los cultivos, las
levaduras se sembraron en los diferentes medios de cultivo
(especificos para cada ensayo) con los inoculos obtenidos a
razén de 1% (v/v).

Ensayo de viabilidad: A partir de los cultivos (CCEBI 2011
a, b y ¢) con 8 h de incubacién en caldo YPD, se realizaron
diluciones seriadas decrecientes desde 107" hasta 10'° en
solucion salina estéril (NaCl 0,85%). Se utilizé el método
de conteo del nimero de células totales en camara de
Rosenthal. Los resultados se expresaron en células/mL.

Andalisis de pureza: A partir de la dilucion 10+ se realizo
la observacion de células y colonias bajo el microscopio
de epifluorescencia (Novel, China) y microscopio
estereoscopico (Novel, China), respectivamente, con el
objetivo de determinar cambios morfologicos y presencia
de contaminantes.

Identificacion de la cepa K. marxianus CCEBI 2011: Al
momento de la identificacion inicial (afio 2002) y deposito
de esta cepa en la CCEBI, se realizo una comparacion
con la cepa K. marxianus CBS 712 (Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Delft, Holanda), cepa tipo de la
especie, en lo referente a caracteres morfofisiologicos,
cariotipo electroforético (electroforesis en campo pulsado
del ADN cromosomico) y comportamiento sexual. Para la
comprobacion de la identidad de la levadura después de
10 afios, se tuvieron en cuenta los estudios morfologicos,
el analisis de la region ITS 1-gen 5,8S ARNr-ITS 2 y la
estabilidad de las propiedades biotecnologicas de interés.

Identificacion de las levaduras a través del andlisis de las
secuencias de la region ITS 1-gen 5,88 ARNr-ITS 2:
Extraccion del ADN total: Las cepas (CCEBI 2011 a, by
c) se cultivaron en caldo YPD a 150 r.p.m, durante 14-16 h
a 30 °C, colectandose la biomasa por centrifugacion (12.000
r.p.m, 5 min.). El ADN genomico se extrajo utilizando el
kit de purificacion MasterPure™ yeast DNA (Epicenter,
Madison, WI), siguiendo las instrucciones del fabricante.
El ADN extraido se someti6 a tratamiento con RNAsa
(BioRad) y posterior purificacion por el método de fenol-
cloroformo [6]. El ADN purificado se visualizé mediante
una electroforesis en gel de agarosa (0,75% m/v) en tampon
Tris-Borato-EDTA a pH 8,3. El gel se tifid con bromuro
de etidio y se fotografié bajo luz ultravioleta. Se utilizo el
marcador de pares de bases de 1 kb (1 kb DNA Step Ladder,
Promega). Las concentraciones de los acidos nucléicos se
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midieron por espectrofotometria a 260 nm en un Nanodrop
1000 Spectrometer (Thermo Scientific).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): E1 ADN
genoémico de las levaduras se amplificé utilizando los
cebadores ITS 1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT TGC
GG-3") e ITS 4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA GC-3’),
sintetizados por Integrated DNA Technologies [7]. La
reaccion de PCR se realizo con el juego de reactivos Prime
STAR HS DNA Polymerase (TaKaRa Bio, Inc., Japon), en
un termociclador Master Cycle Personal, (Eppendorf), y se
programo en 20 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 53 °C
durante 10 segundos y 72 °C durante 1 minuto. El amplicon
se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa 0,75%
m/v y su banda fue escindida del gel y purificada mediante
el juego de reactivos Wizard SV Gel and Purification Clean-
Up System (Promega).

Secuenciacion de la region ITS 1-gen 5,85 ARNr-ITS 2:
Los productos purificados de la reaccion de PCR fueron
secuenciados 2 veces en un secuenciador automatico
HITACHI (Applied Biosystem), utilizando como cebadores
para la reaccion de secuenciacion los cebadores antes
descritos ITS 1 e ITS 4.

Andlisis de las secuencias: Las secuencias parciales
obtenidas fueron comparadas con otras de referencia,
correspondientes al gen ARNT, disponibles en el Servicio de
Alineamiento Bésico Local (BLAST) del Centro Nacional
de Informacion para la Biotecnologia (NCBI), http://www.
nvbi.nlm.nih.gov/BLAST. Para el alineamiento se utilizo
el programa bioinformatico Vector NTI Advance 11.0
(Invitrogen).

Criterio para la identificacion: La identificacion hasta nivel
de especie se defini6 a partir del 99% de similitud entre las
secuencias parciales obtenidas y las correspondientes al gen
ARNTr de cepas tipo de levaduras depositadas en colecciones
de referencia.

Verificacion de las propiedades biotecnologicas de interés
industrial

Ensayo de tolerancia a etanol: El estudio se realizd en
tubos Durham en un medio con extracto de levadura 0,5%,
dextrosa 1% y etanol 0-11% (v/v). El etanol se adiciono a
partir de una solucion stock estéril al 50% (v/v). Los tubos
fueron inoculados y se incubaron a 30 °C, examinandose la
formacion de burbujas de gas durante 7 dias. La tolerancia
a etanol se definié como la maxima concentracion de etanol
a la cual es observada actividad fermentativa (produccion
de gas).

Actividad enzimatica (pectinolitica): La determinacion
de la actividad endopoligalacturonasa (endoPG) se realizd
segun Serrat [8], determinandose en este caso el incremento
del producto de hidrolisis (azucares reductores) segun el
método del acido 3,5- dinitrosalicilico [9].

Produccion de etanol: La determinacion de alcohol
(etanol) se realizdo mediante el método de microdifusion y
colorimetria [10]. Se leyd la absorbancia a 590 nm contra el
blanco de lectura.

Analisis estadistico. El tratamiento estadistico de los datos se
realizé con ayuda del paquete estadistico Statgraphics Plus
5.1. Los analisis de las muestras se realizaron por triplicado
y se expresaron como media + desviacion estandar. Las
diferencias entre los resultados fueron evaluados mediante
un ANOVA de clasificacion simple para un nivel de
confianza del 95%. Se realizé la prueba de rangos multiples
para la comparacion de sus medias.

Resultados y discusion

El método de conservacion que se elija debe garantizar
la supervivencia de al menos el 70% de las células por
un periodo considerable de tiempo, de forma tal que la
poblacién sobreviviente se asemeje a la original tanto
como sea posible, conserve las propiedades de importancia
durante los cultivos y minimice la ocurrencia de eventos
genéticos. De igual manera, debe reducir al minimo el
riesgo de contaminacion y permitir que la pureza del cultivo
permanezca inalterable [1].

La CCEBI mantuvo la preservacion de la cepa K.
marxianus CCEBI 2011 por mas de 10 afios mediante dos
métodos de conservacion (transferencia periddica y en agua
destilada estéril), dando cumplimiento a lo establecido
por la Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos
(WFECC, por sus siglas en inglés) en sus guias generales,
donde establece que por seguridad, y para minimizar la
probabilidad de pérdida de las cepas, cada una debe ser
mantenida por al menos 2 procedimientos diferentes.

Los resultados obtenidos mostraron que el cultivo de K.
marxianus CCEBI 2011 se mantuvo con una elevada pureza
en los métodos de conservacion empleados, no observandose
contaminantes. La observacion al microscopio 6ptico mostrd
células ovoides y cilindricas con gemacion unipolar (Figura
la) y al microscopio estereoscopico colonias circulares
de 2-3 mm de diametro, blancas, opacas, lisas, abultadas
y de borde entero (Figura 1b), caracteristicas identificadas
inicialmente al depositar la cepa en el afio 2002 para su
conservacion.

Muchos autores aluden multiples desventajas al método
de transferencia periddica: incremento del riesgo de
contaminacion, cambios genéticos a mayor nimero de
transferencias, posible inoculacion con el microorganismo
equivocado cuando se realiza la transferencia de una serie de
cepas, peligro de pérdida del cultivo cuando se trabaja con
microorganismos delicados, no realizar las transferencias
periddicas oportunas a medios frescos, ete. [1,11]. Contrario
a lo planteado anteriormente, en este caso se obtuvo un
cultivo axénico de K. marxianus CCEBI 2011, lo que se
debe a una correcta aplicacion de las Buenas Practicas
de Laboratorio (BPL), a la implantacion de un Sistema
de Seguridad Bioldgica (SSB) en la CCEBI (CEBI/M/
BS/M/01, 2010) [12], y al extremo cuidado del personal
calificado al manipular la cepa, aspectos que garantizaron
que los riesgos de contaminacion hayan sido minimos.

En la tabla 1 se muestran los valores de viabilidad de
la cepa K. marxianus CCEBI 2011 conservada bajo los



Camacho y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2014; 34:92-97 95

b) Colonias circulares de 2-3 mm de diametro, blancas, opacas, lisas, abultadas y de
borde entero (aumento 400X).

Figura 1. Observacion al microscopio Optico y estereoscopico de K.
marxianus CCEBI 2011.

diferentes métodos. La comparacion de las medias de
los valores de viabilidad de las cepas estudiadas por los
métodos utilizados, con respecto a la cepa conservada
por liofilizacion, no arrojo diferencias estadisticamente
significativas (p=0,3401).

En la transferencia periddica se mantuvieron excelentes
valores de células viables. Algunos autores han planteado
que es un método que permite la supervivencia de los
cultivos en cortos periodos de tiempo [13], aunque, si se
le proporcionan las condiciones Optimas, mediante la
transferencia desde un medio seco a uno fresco, la cepa se
mantendra viable por muchos afios y la recuperacion de los
cultivos activos sera relativamente facil.

Con el método de Castellani, el valor de células viables
alcanzd 5,31x10'° células/mL. El método de Castellani
o conservacion en agua destilada estéril es un método de
conservacion alternativo a mediano plazo [5]. Es muy
utilizado en colecciones de referencia como la CECT. Con
esta técnica las levaduras muestran elevados porcentajes de
viabilidad en periodos superiores a 5 afios [14]. Panizo y
col., informaron que de 170 cepas de levaduras conservadas

en agua destilada, el 100 % se mantuvieron puras, viables y
estables morfoldégicamente durante 48 afios [15].

Se estudio la influencia de los métodos de conservacion
en la estabilidad de las propiedades de la cepa. Es
significativo el valor de la concentracion de etanol tolerada
por la cepa mantenida por transferencia periddica, llegando
a concentraciones de hasta 11% (v/v), valor similar
alcanzado por la cepa de referencia (Tabla 1). La cepa K.
marxianus en sus inicios (afo 2002) toleré hasta un 8%
(v/v) de alcohol, concentracion que fue mantenida solo en
la cepa conservada en agua destilada. Algunos autores han
referido que el método de Castellani mantiene a las células
en estrés, deteniéndose por tanto la tasa metabolica del
microorganismo.

Laevaluaciondelaproducciondeetanol porlacepa CCEBI
2011, segun los métodos de conservacion empleados en la
CCEBI, reflejo diferencias estadisticamente significativas
(p=0,0064) (Tabla 1), con respecto a la conservada por
liofilizacion. No obstante, los rendimientos de produccion
de etanol [Y (p/s)] alcanzados por la levadura conservada
por transferencia periddica y por agua destilada oscilaron
entre 0,30 y 0,35, respectivamente. K. marxianus CCEBI
2011, al ser depositada y conservada en medio YD y en
SBM (melaza de remolacha) tuvo un Y (p/s) de 0,39 [8].
Igualmente, Rodriguez obtuvo con esta cepa un rendimiento
de produccion de etanol de 0,38 a partir de jugo de cafia
[16]. Si tomamos en cuenta que los ultimos rendimientos
citados fueron obtenidos bajo otras condiciones, entonces,
se podria inferir que, a pesar de las diferencias significativas
observadas con respecto a la cepa referencia o control, se
mantuvo de forma dOptima esta propiedad en la CCEBI
2011ay CCEBI 2011 b.

K. marxianus CCEBI 2011 también tiene la capacidad de
producir pectinasas, esencialmente endoPG (EC 3.2.1.15).
De acuerdo a los métodos de conservacion empleados en
la CCEBI, el rendimiento Y (p/s) para la produccion de
enzimas pectinoliticas fue similar al obtenido por Serrat [§]

Tabla 1. Evaluacion de parametros en la cepa K. marxianus CCEBI 2011.

CCEBI CCEBI CCEBI
Parametros evaluados ~ 201la (pase  2011b (agua 2011c
periodico) destilada) (liofilizada)
Pureza* si si si
Viabilidad (cél.mL"") 6,8x10'02 5,31x10'® 7,4x10'0¢
Tolerancia a etanol
%) 11 8 11
Produccién deetanol ¢ ooy 110 5472022 7,00+0,15°
(gL
A ®%
Actividad endoPG 1529+ 1,71 13,53 4+0,25° 17,60 + 2,95°
(U.mL™)

*La pureza se evalud en funcion de la ausencia de contaminantes y de
cambios morfoldgicos en la cepa. ** Actividad endopoligalacturonasa.
a: Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar.
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente
significativas para un nivel de confianza del 95% (ANOVA de clasificacion
simple, prueba de contraste de multiples rangos).
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y Rodriguez [16], cuando emplearon esta misma cepa con
diferentes sustratos. Las medias de los valores obtenidos
para el rendimiento de la produccién de enzimas por las
cepas en estudio no mostraron diferencias estadisticamente
significativas cuando se compararon con la cepa estandar
de oro (p<0,05).

Para el depdsito inicial de esta cepa la identificacion taxo-
némica fue confirmada mediante cariotipaje electroforético
en campo pulsado del ADN cromosomico [8]. El uso de esta
técnica ha resultado de gran interés para determinar las re-
laciones taxondmicas en levaduras y en la identificacion de
cepas de interés en las fermentaciones vinicas [17].

La secuenciacion de las regiones ITS1-gen 5,8S ARNr-
ITS2 también ha sido empleada para la identificacion de
levaduras. Estas regiones son poderosas herramientas para
establecer relaciones filogenéticas y para la identificacion
de especies, a través del analisis de sus secuencias o el
analisis de restriccion de las mismas. Contienen secuencias
conservadas, asi como una evolucion concertada [17].

Del analisis de estas regiones en la cepa mantenida por los
dos métodos de conservacion, se obtuvieron secuencias de
gran calidad, con mas de 600 pares de bases (pb), tamafios
muy similares a las secuencias de referencia depositadas en
el GenBank, ¢ incluso mayores con respecto a las obtenidas
en otros trabajos donde se realizo la secuenciacion de

estas regiones para la identificacion de levaduras [18]. El
porcentaje de homologia entre las secuencias fue elevado
(~100%) (Tabla 2), por lo que se infiere que los métodos
empleados en la CCEBI para la conservacion de K.
marxianus CCEBI 2011 tuvieron escasa participacion en las
variaciones de la secuencia génica seleccionada.

La comparacion de la secuencia de la cepa CCEBI 2011a
(transferencia periodica) con secuencias disponibles en
el Genbank arroj6o un 99% de homologia con cepas de K.
marxianus depositadas en este sitio, entre ellas K. marxianus
CHY 1612 secuencia gi|311221586|gb|HQ39 y K. marxianus
WM 39 secuencia gi|148535531|gb|EF56, entre otras, con
una identidad en 646 de 650 pb analizados. Esta pequefia
diferencia, en cuanto a los pares de bases secuenciados,
pudo deberse a la inestabilidad de la cepa relacionada con el
método de conservacion.

Los estudios de estabilidad deben incluir la revision en
el tiempo de la pureza, la viabilidad y la identidad de las
cepas. En la CCEBI estos estudios se realizan cuando se
transfieren los cultivos a un medio fresco, especialmente
los dos parametros citados. Segtin los resultados obtenidos,
no puede afirmarse categoricamente el mantenimiento de la
estabilidad genéticadelacepadespuésde 10afios,aun cuando
la misma ha sido capaz de conservar bajo ambos métodos de
conservacion los parametros anteriormente mencionados.

Tabla 2. Alineamiento de las secuencias de las regiones ITS1-gen 5,8S ARNr-ITS2 de K. marxianus CCEBI 2011 mantenida bajo diferentes métodos de
conservacion, utilizando el programa bioinformatico Vector NTI Advance 11.0 (Invitrogen).

Pares de

Cepa Alineamiento de las secuencias
base
Secuencia consenso TTACTGGGGGAA CGTCTGAACAAGGCCTGCGCTTAATTGCGCGGCCAGTTCTTGATTCTCTGCTATCAGTTTTCTATTTCTCATCCTAAACACAATGGA
2011 ¢ T-
2011b 0-100 A
2011 a A
2i[311221586/gb|HQ39 T

Secuencia consenso
2011 ¢

GTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTCTCCAGTGGACATAAACACAAACAATATTTTGTATTATGAAAAACTATTATACTATAAAAT

2011b 101-200

2011 a

gi311221586/gb|HQ39

Secuencia consenso
2011 ¢

TTAATATTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATATGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAAT

2011b 201-300

2011 a

2il311221586/gb|HQ39

Secuencia consenso
2011 ¢

CATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTTGGGTTTGGTAGTGAGTG

2011b 301-400

2011 a

gi[311221586]gb|HQ39

Secuencia consenso

ATACTCGTCTCGGGTTAACTTGAAAGTGGCTAGCCGTTGCCATCTGCGTGAGCAGGGCTGCGTGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTGCACATCTAC TC

2011 ¢ G
2011b 401-500 G
2011 a T

G

gi[311221586/gb|HQ39

Secuencia consenso
2011 ¢

TTAGGTTTGCGCCAATTCGTGGTAAGCTTGGGTCATAGAGACTCATAGGTGTTATAAAGACTCGCTGGTGTTTGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTTAACC

2011b 501-600
2011a

gil311221586/gb|HQ39

Secuencia consenso
2011 ¢

AAAACTC TCAAAGT TGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCC CT GAACTT

2011b 601-650

2011a

Q044

gi[311221586/gb|HQ39

A: Adenina. T: Timina. G: Guanina. C: Citocina. Cepa 2011a (transferencia periddica). Cepa 2011b (agua destilada estéril). Cepa 2011c (liofilizacion).

gi|311221586|gb/HQ39: secuencia de referencia.
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En este trabajo no fue posible realizar la secuenciacion
de los genes responsables de caracteres tan importantes
como la producciéon de alcohol y endopoligalacturonasa,
principalmente de esta ultima, la cual se manifiesta de
manera semiconstitutiva [8]. La actividad pectinolitica esta
restringida a pocas levaduras y en ocasiones su produccion
se ve afectada por la concentracion de solutos y oxigeno
en el medio. La identificacion de los genes que codifican
estas propiedades biotecnoldgicas habria confirmado el
mantenimiento de la estabilidad genética de esta cepa segun
los métodos de conservacion utilizados. Segun Smith, las
propiedades conocidas deben revisarse periddicamente, pero
para estimar la estabilidad con precision, debe seleccionarse
una propiedad que no sea estable en la cepa y estudiar su
comportamiento en el tiempo [19].

Conclusiones

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los métodos
de conservacion (transferencia peridodica y método de
Castellani) utilizados en la CCEBI para el mantenimiento
de Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 avalan que los
mismos garantizaron la viabilidad y pureza del cultivo por
mas de 10 afios.

Las propiedades biotecnologicas se mantuvieron dentro
de los parametros establecidos, aun cuando se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la produccion
de alcohol entre las cepas conservadas por transferencia
periddica y agua destilada y la conservada por liofilizacion.

A pesar de que en el método de transferencia periddica
los resultados fueron satisfactorios, este método no es
recomendable para la conservacion de microorganismos a
mediano y largo plazo, principalmente, cuando se necesita
mantener en un cultivo caracteres tan importantes como la
produccién de enzimas y etanol, propiedades que la hacen
candidata para la utilizacion futura a nivel industrial.

En estos momentos en la CCEBI se estd implementando
la utilizacion del método de conservacion por congelacion
a -35 °C, lo que propiciard reemplazar la transferencia
periodica y otorgara una mayor garantia de calidad a las
cepas que se conservan actualmente, y por ende, a la K.
marxianus CCEBI 2011.
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