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CONTROL DE CALIDAD Y PRESERVACION ex-situ DE LA
BIODIVERSIDAD EN EL CENTRO VENEZOLANO DE COLECCIONES
DE MICROORGANISMOS

Rodriguez Lemoine, V.’

RESUMEN

Se describe al Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM) como una coleccién de colec-
ciones, dedicada a la preservacion ex situ de la diversidad de organismos Procariotas y Eucariotas unicelulares.
Se presenta como una coleccion abierta, regida por los principios y normas establecidas por el sistema interna-
cional de colecciones de servicio, que se ocupa del aislamiento, identificacion, caracterizacion, preservacion,
almacenamiento y distribucidn de cultivos certificados en escala local y regional. Mantiene un Banco de Datos
computarizado, y publica periddicamente un catalogo periédico en version impresa y digital. Actualmente,
posee un inventario de mas de dos mil cultivos liofilizados de bacterias (especies y variantes genéticas), ademas
de hongos filamentosos y levaduriformes, bacteriéfagos, plasmidos y vectores de clonacion de interés para el
estudio de la Biologia de Microorganismos y de sus aplicaciones en diversos campos de la actividad académica
o de la agro-industria. En este trabajo se examinan las normas y procedimientos seguidos para garantizar la
purezay viabilidad de los cultivos representativos de la biodiversidad y se describe brevemente el programa de
control de calidad sobre todos los procesos que van desde la incorporacion de un cultivo hasta su entrega a los
usuarios.
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SUMMARY

QUALITY CONTROL AND ex-situ PRESERVATION OF
BIODIVERSITY AT
THE VENEZUELAN CENTER FOR CULTURE
COLLECTIONS

The Venezuelan Center for Culture Collections (CVCM) is described as a system formed by many Venezuelan
collections. It is considered an open collection devoted to the ex situ preservation of biodiversity in Prokaryota
and Eukaryota (unicelular), working on the norms and principles established by the international system of
culture collections. It is involved on the isolation, identification, characterization, preservation and distribution
of microbial cultures. A data system, CVCMdata, is maintained and hard and digital catalogues are periodically
published. Currently, more than 2.000 cultures of bacterial species and genetic variants are freeze drying
preserved. A complementary collection of bacteriophages, plasmids, and cloning vectors is also included.
Services are given to support academic research on Microbial Biology, and their applications to industrial
activities. In this paper, procedures to ensure optimal viability, storage, purity and distribution of the cultures
are examined, and the quality control program applied on the processes from incorporation to distribution of
microbial cultures is revised.
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INTRODUCCION

En su mas amplia acepcidn el término biodiversidad in-
cluye a todas las formas de vida presentes en el universo,
a los ecosistemas que integran, y a los procesos de
biotransformacion que acompafian. En concordancia con
esta definicion, para el estudio y la preservacion de la
biodiversidad, se han identificado tres niveles o jerarquias
operacionales: genético (variantes genéticas), organismo
(taxones) y ecoldgico (ecosistemas) (Hawksworth, 1996).
En el caso especifico de los microorganismos -con fre-
cuencia ignorados en los programas internacionales para
el estudio y conservacion de la biodiversidad- deben con-
siderarse con igual énfasis a Procaryota (dominios Bacte-
ria y Archaea) y a Eucaryota unicelulares (protozoarios,
algas, hongos filamentosos y levaduriformes), ademas de
los plasmidos, virus y otros elementos genéticos asocia-
dos (Rodriguez Lemoine, 1996, 1998; Stackebrandt, 1994).
La importancia de su estudio radica en que son compo-
nentes esenciales de la biodiversidad y de la formacién y
el mantenimiento del equilibrio de la biosfera terrestre. Sin
su presencia no es posible imaginar la evolucidon de la vida
hacia formas més complejas, y éstas no podrian subsistir
en ausencia de los microorganismos (Mooney, 1995). Aun-
que forman un universo vasto y diverso, capaz de ocupar
todos los nichos donde la vida es termodinamicamente
posible, lo cierto es que conocemos una parte muy peque-
fia del nimero y de la diversidad de bacterias y hongos
que habitan nuestro planeta, y sélo una fraccién esta ade-
cuadamente registrada y preservada ex situ en el sistema
internacional de colecciones de cultivos (Hawksworth &
Colwell, 1992; Mooney, 1995; Sugawara and Kirsop, 1994).

En las Gltimas décadas hemos sido testigos del interés
de las naciones mas desarrolladas en los estudios sobre la
diversidad microbiana, considerado como el méas grande
reservorio de genes, por su inmenso valor industrial y
multiples aplicaciones. En paralelo, en el caso de los pai-
ses en desarrollo, podemos reconocer la presencia de un
mayor grado de conciencia sobre el valor intrinseco y po-
tencial de la biodiversidad, y el intrés por los centros de
colecciones como instituciones clave para el estudio y la
proteccion de la biodiversidad (Kapur & Kumar Jain, 2004).

En este trabajo presentamos una breve revision sobre
la preservacién ex situ de la biodiversidad y las medidas
de control de calidad aplicadas en una coleccidn de servi-
cio de tamafio mediano, tomando como punto de referen-
cia el Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (Rodriguez Lemoine, 1992; Rodriguez
Lemoine & Vitelli-Flores, 2000; Rodriguez Lemoine et al.,
2005a; Rodriguez Lemoine et al., 2005b).

RESULTADOS Y DISCUSION

De la organizacién de la coleccion, sus fines
y objetivos

El Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM) fue creado en 1991, bajo el pa-
trocinio del Programa Nuevas Tecnologias, financiado por
el Banco Interamericano de Desarrollo, el Consejo Nacio-
nal de Ciencia y Tecnologia y la Universidad Central de
\enezuela, con el proposito de establecer las bases para
crear una coleccion nacional de servicio moderna, capaz
de responder adecuada y oportunamente a la demanda
local de cultivos puros, y de los servicios asociados a
estas actividades. En 1996 el CVCM se transformé en La-
boratorio Nacional de Servicio para dar respuesta a la de-
manda creciente del sector publico y el privado, y para
contribuir al reto global para la preservacion ex situ de la
diversidad microbiana.

ElI CVCM fue originalmente concebido como una colec-
cion de colecciones, formada por la asociacién voluntaria
de colecciones privadas y especializadas, y de pequefias
colecciones locales de servicio, integradas en un sistema
de nodos que conservan su independencia académica y
administrativa. En 1998, habiendo cumplido con los requi-
sitos y exigencias, fue incorporado a la World Federation
for Culture Collections en condicion de Miembro Afiliado
(World Directory of Collections of Cultures of
Microorganisms) bajo el nimero WFCCB815. En los afios
siguientes particip6 activamente en la creacion de la Fe-
deracion Latinoamericana de Colecciones de Cultivos
(FELACC) de la cual es Miembro Fundador.

En cumplimiento de sus actividades el CVCM mantiene
un Banco de Datos computarizado, con un registro sobre
las caracteristicas mas relevantes de los cultivos preser-
vados en sus colecciones. Periddicamente edita y distri-
buye un catalogo impreso. En el 2005 inicié la publicacion
de una version electrdnica del catalogo, el cual podra ser
consultado en linea a comienzos del 2006. La informacién
correspondiente a los géneros de bacterias mas represen-
tativos de la coleccion esta incorporada en el World Data
Center for Microorganisms (WDCM), y puede ser consul-
tada en la pagina WFCC MIRCEN URL.
http: wdcm.riken.go.jp

La figura 1 muestra la evolucion del CVCM, en relacion
a la incorporacién de cultivos en las colecciones y nodos
de servicio, principales fuentes de financiamiento, y la
edicion periddica de catalogos.
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Figura 1. Evolucién del CVCM Yy sus colecciones .
Las barras representan el nimero de cultivos puros de bacterias (especies, sub-especies, y variantes genéticas)
preservados e incorporados en el Banco de Datos, CVCMdata, e incluidos en los catalogos respectivos. Afio del
inventario: nimero de cultivos preservados; catdlogo: nimero de cultivos incorporados al catdlogo; Nodo CVCM-
INHRR: colecciones del Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel; Nodo CVCM-LPFIBE: coleccion del Laborato-
rio de Procesos Fermentativos del Instituto de Biologia Experimental.

Preservacién ex situ de la Biodiversidad

El CVCM esta organizado como una coleccidn abierta
que propicia la incorporacion gradual y selectiva de culti-
vos de microorganismos representativos de la diversidad
microbiana de la regidn, a los fines de estudio y de aplica-
cién en actividades para el control de enfermedades, la
produccidn de bienes y servicios en beneficio del hombre,
y el mantenimiento del equilibrio de la vida en la naturale-
za. En conjunto, el CVCM alberga una muestra amplia, aun-
que todavia pequefia, de la diversidad microbiana de la
region. Ademas de los cultivos provenientes de coleccio-
nes locales especializadas, incorporadas a través de Nodos
de Servicio, y de aquellos provenientes de colecciones
internacionales de servicio construidas a lo largo de mu-
chos afios, se incluyen aislados autdctonos selecciona-
dos de muestras procedentes de ambientes naturales o
intervenidos, hospitales y de la actividad de la industria
petrolera, agricola, farmacéutica, y de alimentos y bebidas.
En la quinta edicion del catalogo, correspondiente al 2005,
estan descritos mas de 2.000 cultivos, preservados por el
método de liofilizacion.

Control de calidad en colecciones de
cultivos

El primer aspecto a considerar sobre el control de cali-
dad, entendido como calidad total de un proceso que va
desde el ingreso de un cultivo hasta la entrega a la institu-
cion solicitante, es que esta actividad no puede ser consi-
derada como un privilegio de las grandes colecciones in-
ternacionales de servicio, dotadas de sofisticadas instala-
ciones y cuantiosos recursos financieros. En el caso del
CVCM mantenemos y aplicamos el principio universal de
que el control de calidad -dentro de los limites de la racio-
nalidad y de la disponibilidad de recursos humanos y apo-
yo econdmico- debe asumirse como una condicion esen-
cial y una exigencia minima para garantizar el funciona-
miento dptimo de una coleccién de cultivos con indepen-
dencia de su tamafio, fines y propositos. Las colecciones
académicas especializadas, asi como las de pequefio for-
mato relacionadas con la actividad académica o industrial,
son tan importantes como las grandes colecciones inter-
nacionales de servicio. No s6lo porque brindan
invalorables servicios a su comunidad en su propio me-
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dio, sino por valor intrinseco de su patrimonio. Frecuente-
mente contienen cultivos no representados en otras co-
lecciones, y contribuyen a la preservacién de la
biodiversidad en escala global. Cuando una institucion
toma la iniciativa de crear una coleccion de cultivos, asu-
me la responsabilidad de garantizar el estricto cumplimien-
to de las normas internacionales que rigen la materia. En el
caso del CVCM, desde sus inicios, acogimos este principio y
aplicamos rigurosamente las normas propuestas por laWFCC
para el establecimiento y la operatividad de las colecciones
de cultivos (WWCC Standards Committee, 1990).

Para garantizar la purezay viabilidad de los cultivos, el
registro y el procesamiento de la informacién, asi como el
manejo y la distribucién local e internacional de cultivos,
el CVCM mantiene un estricto programa de control de ca-
lidad sobre cada una de sus actividades (Leardini &
Rodriguez Lemoine, 2004). Los aspectos considerados en
el control de calidad son los siguientes:

a. Purezadel cultivo;

b. Identificaciény caracterizacién bajo estandares in-
ternacionales;

c. Caracterizacion de funciones relevantes;

d. Registro de lainformacion. Banco de Datos y cata-

logo;

e. Empleo de métodos de preservacion especificos

para géneros o especies;

f.  Condiciones de almacenamiento;

g. Distribucion de cultivos

Cada una de las etapas de la cadena de control de cali-
dad se realiza en ambientes de uso restringido, acondicio-
nados especialmente para los fines propuestos, y maneja-
do por personal técnicamente capacitado y debidamente
autorizado. En todos los casos hay supervision del Direc-
tor Cientifico del Director Adjunto. En el caso del CVCM,
por tratarse de una coleccién abierta que incorpora en
forma selectiva y permanente cultivos de microorganismos
representativos de la biodiversidad de ecosistemas natu-
rales o intervenidos, se cuenta con la participacién de in-
vestigadores especialistas ad honorem que actian como
curadores de los cultivos a ser incorporados.

Incorporacién de cultivos. El ingreso de un cultivo
tiene como requisito previo la garantia de pureza, datos
sobre la procedencia de la muestra, y su identificacion y
caracterizacién de acuerdo a estandares internacionales, y
a la capacidad técnica del grupo de curadores. En el caso
de aislados originales se verifican los datos de la identifi-
cacion empleando métodos tradicionales o semi-automati-
zados, y en casos especiales técnicas de Biologia
Molecular.

Registro de informacion. Cada cultivo que ingresa, ais-
lado original o duplicado de otra coleccién, recibe un na-
mero correlativo de ingreso al sistema de informacién y
registro CMCVdata, con la siguiente informacion minima:
nombre cientifico, sinénimos, nimero o denominacion asig-
nados en origen o en otras colecciones, condiciones del
cultivo, referencias bibliogréaficas, historia, caracteristicas
genéticas, fenotipo, presenciay propiedades de plasmidos,
transposones, otras propiedades o datos de interés.

Preservacion. Para cada grupo de microorganismos se
seleccionan las condiciones 6ptimas de crecimiento pre-
vio a la preservacion. Los métodos mas usados para bac-
terias son: subcultivos seriados, liofilizacion, y bajas tem-
peraturas. En todos los casos, los cultivos preservados
son identificados con etiquetas autoadhesivas. En el caso
de liofilizados, la identificacion esta incluida dentro del
recipiente que lo contiene, y éstos estan rotulados en la
parte exterior del mismo recipiente.

Almacenamiento. De cada cultivo se preparan entre 5y
10 viales (dependiendo de la demanda potencial), y se se-
leccionan las condiciones éptimas de almacenamiento de
acuerdo a la experiencia de los curadores. De cada lote
registrado, se examina un vial antes y después del almace-
namiento, y se determina la purezay viabilidad del cultivo.
La frecuencia depende del cultivo.

Distribucidn. Los cultivos son enviados a los solici-
tantes bajo condiciones de seguridad para su transporte,
o0 entregados directamente en el CVCM. Se mantiene un
registro actualizado de las planillas originales de las solici-
tudes y de las comunicaciones firmadas por los solicitan-
tes, asi como un inventario computarizado de las 6rdenes
procesadas. Se establece como condicién de entrega de
un cultivo que el o los solicitantes, y las instituciones que
representan, asumen la responsabilidad sobre el manejo,
almacenamiento, pérdida, y posible uso indebido de los
cultivos entregados.

Periddicamente se realiza una evaluacion sobre los re-
sultados de la aplicacion de las normas de control de cali-
dad empleada en cada etapa del proceso, y se proponen y
corrigen las fallas que pudiesen presentarse durante su
aplicacién y seguimiento.

Considerando que las colecciones de cultivos son ban-
cos de genes (no siempre conocidos) que estan preserva-
dos en organismos complejos, se debe mantener una cla-
sificacion rigurosa sobre el nivel de peligrosidad potencial
que entrafian cuando no son usados bajo estrictas nor-
mas de seguridad. De alli que en el concepto global de
control de calidad deberian considerarse los aspectos éti-
cos sobre el manejo y uso de los microorganismos en be-
neficio del hombre, y sus relaciones con el ecosistema.
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