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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidn fue evaluar diferentes métodos de conservacidn para actinobacterias
caracterizadas por su actividad solubilizadora de fésforo. Los métodos de conservaciéon se evaluaron a 3
diferentes tiempos; largo, mediano y corto plazo, dentro de los cuales se encuentran: congelacion y
liofilizacidn, arcilla, silica y arena; y transferencia periédica respectivamente. Para ello se usaron 15
aislamientos de 3 localidades diferentes (La Vega, Mani y Tota) y un banco de referencia de la Unidad de
Investigaciones Agropecuarias de la Pontificia Universidad Javeriana. Se prepararon todos los indculos en
solucidn salina al 0,85% (p/v) los cuales se ajustaron a una concentracién de 102 cel/mL, seguido a ello se
inocularon los viales de cada método de conservacion con sus respectivos crioprotectantes, glicerol 20%
(v/v), 30% (v/v) para congelacién y skim milk 18% (p/v) para liofilizacidn y Silica gel. Los métodos a
mediano plazo se realizaron de igual manera, el inoculo se agregd a 10 perlas de arcilla, 10 g de arenay 5
g de Silica, posteriormente se almacenaron a 42C. El método de corto plazo se evalud en agar avena (15
g/L). La evaluacion se realizé mediante recuento directo en cdmara de Neubauer por la técnica de azul de
tripan y recuento en placa en agar Czapek, ademas de la caracterizacion macroscépica y microscépica de
cada aislamiento en transferencia periddica. Los resultados de viabilidad fueron mas efectivos realizando
recuento directo en cdmara de Neubauer tanto para largo como para mediano plazo; y la actividad
solubilizadora de fésforo se mantuvo mas estable cuando se almacenaron las actinobacterias en métodos

a largo plazo.



1. INTRODUCCION

Un buen método de conservaciéon debe cumplir con tres objetivos principales: mantener las cepas puras, que
durante el tiempo de conservacién el 70% de las células permanezca viables o que no baje mas de dos unidades
exponenciales y que se mantengan genéticamente estables (Garcia 2001). Existen diversos métodos de
conservacién entre los que se encuentran congelacién vy liofilizacién; silica gel, arcilla y arena; y transferencia
periddica, éstos se clasifican segun el tiempo en largo, mediano y corto plazo respectivamente.

La eleccién de un método de conservacion se basa principalmente en la viabilidad, pureza y los costos que genere
el proceso (Parra 2006), por lo tanto un método puede ser mas eficiente para un microorganismo en especifico.
Es necesario entonces encontrar métodos que permitan la conservacién de microorganismos que presenten
caracteristicas de gran interés como produccidon de metabolitos secundarios o como en este caso la solubilizacién

de fosforo.

El fésforo es un macronutriente esencial para el crecimiento de plantas, sin embargo se encuentra de forma no
disponible en el suelo, es decir, las plantas no pueden tomarlo para su desarrollo, para ello existen varias formas
de transformar el fésforo no disponible a disponible como la solubilizacidn que por medio de la produccion de
acidos organicos se libera el fésforo inorganico como los ortofosfatos que ya pueden ser tomados por las plantas.
Existen diferentes microorganismos capaces de solubilizar féosforo como las actinobacterias que son bacterias
Gram positivas filamentosas y se encuentran ampliamente distribuidas en distintos tipos de ambientes como el
suelo y aguas, aunque también se pueden encontrar en el hombre; son microorganismos heterétrofos, aerobios
y su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 - 30°C (Franco-Correa 2008). No se han reportado métodos de
conservacién especificamente para actinobacterias, por lo tanto el objetivo de éste trabajo es encontrar el mejor

método de conservacion para actinobacterias que presentan actividad solubilizadora de fésforo.



2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fésforo soluble es esencial para el crecimiento vegetal, el cual se encuentra en dicha forma debido a la accién
de microorganismos como las actinobacterias quienes poseen la caracteristica de solubilizar el fédsforo mediante
la produccion de acidos orgdnicos. Las actinobacterias han sido descritas como Rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Franco-Correa 2009) pero son pocos los estudios que se han

publicado con respecto a estos microorganismos.

Por el interés ecolégico mencionado anteriormente, es importante llevar a cabo métodos de conservacidon que
permitan mantener la actividad metabdlica durante tiempos especificos sin alterar sus caracteristicas con el fin
de establecer el mejor procedimiento para la conservacion de las actinobacterias e implementar un método
estandar que aun no ha sido reportado en estos microorganismos, teniendo en cuenta los costos que genera cada
método, ademds con esta investigacion se puede mantener las cepas para en un futuro pensar en estudios
posteriores como la produccidon de biofertilizantes a base de actinobacterias que eliminarian del mercado
fertilizantes de tipo quimico, ya que la adicién de éstos al suelo elevan costos de produccion, deterioran el medio

ambiente y ademas sus compuestos se inmovilizan rapidamente (Chen 2006, Sundara 2002, Xia 2008).



3. OBIETIVOS
3.1 Objetivo general

Seleccionar el mejor método de conservacidn para actinobacterias solubilizadoras de fésforo aisladas a

partir de muestras de suelo de 3 localidades de Colombia.
3.2 Objetivos especificos

e Determinar la viabilidad de las cepas después del tiempo de conservacién en cada método

evaluado.

e Evaluar la actividad solubilizadora de fosforo después del tiempo de conservacién en cada método

evaluado.

e Determinar la pureza después del tiempo de conservacién en cada método evaluado.



4. MARCO TEORICO
4.1 Métodos de conservacion
Existen varios métodos de conservacién para microorganismos y los 3 objetivos principales de éstos son:
que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se produzcan contaminaciones durante el proceso de
conservacién; que durante el tiempo de conservacion sobrevivan al menos el 70-80% de las células, y por
ultimo, que estas células permanezcan genéticamente estables (Garcia 2001). Para alcanzar estos
objetivos es necesario investigar el microorganismo que se va a tratar debido a la enorme diversidad
microbiana ya que cada microorganismo soportard determinados métodos de conservacién mejor que
otros, por ello no existe un solo método en general de cada microorganismo (Garcia 2001) por lo tanto se
busca estandarizar un método para un microorganismo en especifico como las actinobacterias
solubilizadoras de fdosforo. Los efectos medibles, en cuanto a sensibilidad, se definen como la pérdida de
la productividad del microorganismo respecto a la viabilidad, por lo tanto se proponen diferentes métodos
para medir los efectos sobre el microorganismo (Hancocks 2010).
Los métodos de conservacidn para efectos de esta investigacidn se dividen en tres: largo plazo, mediano
plazo y corto plazo; y los tiempos de conservacion son 1 afio, 6 meses y cada mes respectivamente.
En los métodos a largo plazo se encuentra la liofilizacion como uno de los métodos de mayor eleccidon
debido a sus numerosas ventajas, entre las que se puede resaltar la posibilidad de minimizar el riesgo de
cambio genético en las células y las mantienen viables por 10 afios o0 mds (Burguet 2012). La liofilizacion
consiste en la eliminacidon de la cantidad total de agua de la muestra por congelacién y posterior
sublimacidn del hielo en condiciones de vacio, la sublimacién es el paso del estado liquido al gaseoso sin
pasar por un estado solido. Este método de deshidratacion resulta en un compuesto soluble facilmente
rehidratable (Chen 2006), sin embargo no todas las cepas sobreviven al proceso, las principales causas de
pérdida de viabilidad son probablemente la formacién de cristales de hielo y la alta osmolaridad. La
supervivencia de las células depende de muchos factores como la adicion de conservantes y las
condiciones durante la rehidratacion (Font de Valdez 1983).
La crioconservacion es otro método a largo plazo dénde el agua no esta disponible para el microorganismo
por la congelacién, la cual se puede clasificar de acuerdo a la temperatura de almacenamiento (Perry
1998), generalmente en laboratorios con congeladores estdndar se usan temperaturas de -20°C;
temperaturas de -70°C se alcanzan con congeladores de temperatura ultra-baja y -140 °C a -196 °C se
alcanzan con nitrégeno liquido (Perry 1998), a temperaturas bajas como las que se alcanzan con el
nitrégeno liquido, la viabilidad celular y los sistemas bioldgicos se consideran genéticamente estables

(Heckly 1978). El almacenamiento de los microorganismos a temperaturas entre -60 "Cy -80 °C tiene buen



resultado en cuanto viabilidad y su uso depende de la disposicién que el laboratorio tenga de nitrogeno
liguido. Generalmente a temperaturas por encima de -30°C los resultados no son buenos por la formacién
de mezclas eutécticas y por lo tanto la exposicién de las células a altas concentraciones de sal (Perry,

1998).

Los métodos a mediano plazo se dividen en 3 principalmente, entre los que se encuentran: silica gel, arcilla

y arena.

La silica gel es una forma porosa de diéxido de silicio que se fabrica sintéticamente a partir de silicato
sodico. Este método se ha reportado en hongos esporulados y se usa cuando la liofilizacion o el nitrégeno
liguido no estan disponibles (Nakasone 2004). Perkins (1962) demostrd que los hongos esporulados
conservados en silica gel con Skim Milk se pueden mantener viables de 4-5 afos. Generalmente la
viabilidad después del tiempo de almacenamiento depende de la cepa y del medio de cultivo utilizado. La
ventaja de este método es que impide el crecimiento y el metabolismo del microorganismo (Nakasone

2004).

El uso de arena estéril es un método utilizado para la conservacion de hongos como Rhizoctonia (Nakasone
2004). La sequedad del suelo genera latencia al microorganismo ya que al no disponer de agua inhibe el

crecimiento del mismo.

La transferencia periddica reportada como un método alternativo a corto plazo (Garcia 2001) es
almacenar la cepa en forma de cultivo activo en el medio, sin embargo una de las desventajas es la
inestabilidad genética producida por los pases sucesivos, ademas de que no pueden permanecer mucho
tiempo en el medio de cultivo ya que al seguir activas excretan metabolitos que se acumulan y generan
toxicidad, provocando el envejecimiento y muerte celular, siendo asi el peor método para mantener la
estabilidad genética, puesto que al estar creciendo se presenta una alternancia de generaciones y al cabo
del tiempo las células que estan en almacenamiento serdn descendientes lejanas de las células iniciales y

es posible que ya no conserven algunas de sus caracteristicas (Garcia 2001).

4.2 Microorganismos promotores de crecimiento vegetal

Existen varios grupos microbianos que poseen la capacidad de promover el crecimiento vegetal por
diferentes actividades como la fijacidn de nitrégeno, la produccion y liberacién de fitohormonas como el
acido indolacético (Sanchez 2005) y la solubilizacidn de fésforo; dentro de éstos se encuentran unos de

los mas reportados como: Streptomyces, Bacillus, Flavobacterium, Pseudomonas y Azospirillum (Oviedo



2005); dentro del género Pseudomonas y Azospirillum, Pseudomonas fluorescens y Azospirillum brasilense
(Oviedo 2009, Bashan 1999) son los microorganismos de mayor relevancia, puesto a que han demostrado
una alta capacidad de solubilizar fracciones orgdnicas e inorganicas del fésforo total presente en el suelo
(Oviedo 2005) vy fijar el nitrogeno atmosférico mediante asociaciones no simbidticas como la relacidon
benéfica entre microorganismos diazotroficos y la planta (Franco-Correa 2008).

Se ha comprobado que existen mecanismos de suministro de fosfatos requeridos por las plantas, esto
gracias a la actividad de microorganismos capaces de solubilizar fosfatos inorganicos mediante la
produccién de acidos organicos, agentes quelantes, disminucion del pH del suelo y disposicién de fosfatos
contenidos en la materia orgdnica del suelo, a través de la liberacidon de enzimas hidroliticas como

fosfatasas, fitasas y fosfonatasas (Sanchez 2005).

4.3 Actinobacterias

Las actinobacterias son bacterias filamentosas Gram positivas, dotadas de un micelio verdadero como los
hongos pero difieren en sus caracteristicas de este grupo de microorganismos ya que su pared celular esta
compuesta por peptidoglicano, el diametro de sus hifas es inferior al de los hongos y su material genético
es principalmente procariota (Macas 2012). El porcentaje Guanina y Citosina de las actinobacterias es alta
en comparacién con otros microorganismos 51 - 78% GC (Franco-Correa 2008), sin embargo se ha
reportado que Frankia tiene un porcentaje entre el 66 - 77% GC (Bautista 2008), esta caracteristica le
brinda a este grupo de microorganismos estabilidad en su molécula de ADN a condiciones adversas.
Podemos encontrar estos microorganismos en diferentes ambientes tanto marinos (Balagurunathan
1993) como terrestres, siendo el suelo el principal ambiente donde se encuentran presentes estas
bacterias y dependen de 3 factores que influyen en su distribucion: el pH, la temperaturay el tipo de suelo
(Franco-Correa 2008), ya que son capaces de degradar materia organica, ademas son objeto de estudio
ya que la mayoria de antibidticos y farmacos usados en la actualidad se producen usando miembros de

este grupo taxondmico (Balagurunathan 1993).

4.4 Solubilizacién de fosforo insoluble

El fésforo es un nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas y otros organismos, por
lo tanto limitan la produccion de los cultivos, una de sus funciones principales es intervenir en procesos
de acumulacion y liberacion de energia durante el metabolismo celular (Coyne 2009). El suelo contiene
en promedio 0,02 a 0,5 % del fésforo total, del cual sélo el 1% es disponible para que la planta lo pueda

asimilar (Chuang 2006). Las plantas deben absorber el fésforo del suelo, donde se encuentra en muy baja



concentracidn, normalmente en un rango entre 5 — 30 mg/kg de suelo, esto se debe a que el fésforo
soluble reacciona con iones como el calcio, el aluminio y el hierro dependiendo del pH que provocan su
precipitacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para las plantas. Como es un nutriente esencial y
su forma asimilable no esta presente en gran cantidad en el suelo, se busca optimizar la aplicacién de
fertilizantes con la adicién de bacterias fosfato solubilizadoras.

La actividad fosfato solubilizadora estd determinada por la capacidad bioquimica microbiana de producir
acidos orgdnicos que por medio de los grupos carboxilicos quelan cationes unidos a fosfatos
convirtiéndolos en formas solubles, aunque la produccion de acidos orgdnicos es uno de los mayores
factores responsables en este proceso no es el Unico mecanismo para solubilizar fosfatos (Bobadilla 2008),
existen otros mecanismos como Oxido reduccién, produccidén de siderdforos, reduccién de formas
minerales de fosfato férrico y produccion de fosfatasas alcalinas, acidas y neutras (Martinez 2010). En la
literatura se dice que la produccion de acidos orgdnicos como el oxalico, el citrico, el lactico, entre otros,
se dan en el suelo como resultado de la descomposicion de la materia orgdnica dependiendo del
microorganismo que lleve a cabo este proceso. Los acidos organicos permiten que haya un proceso de
solubilizacion debido a que su produccidn implica un descenso del pH, los microorganismos toman la
glucosa y la fermentan produciendo acidos como el glutdmico que se dan por la ruta de las pentosas

(Collavino 2010).



5. METODOLOGIA

5.1 Microorganismos
Se seleccionaron 15 aislamientos de la Unidad de Investigaciones Agropecuarias de la Pontificia Universidad

Javeriana para el estudio, las cuales presentan actividad solubilizadora de fésforo segun Prada-Salcedo (2013).

5.2 Liofilizaciéon

Este método a largo plazo se llevé a cabo mediante el uso de un liofilizador LABCONCO FREEZE DRY SISTEM /
FREE ZONE 4.5 el cual se llevé a una temperatura de -50°C, los viales que se usaron tienen una capacidad de
2,5 mLy como crioconservante se usé Skim Milk de Oxoid al 18% y se realizaron indculos en solucién salina
al 0,85% (p/v) dejandolos a una concentracidon de 108-10° cel/mL (Garcia 2001). Para ello se realizaron
recuentos en camara de Neubauer, efectuando una tincién con azul de tripan al 0,05% con el fin de diferenciar
las células vivas de las células muertas (Cardona 2005), finalmente el indculo con el crioconservante se dejé
a una proporcion 1:1. Seguido a ello, se sellaron los viales con una grafadora y se almacenaron a una
temperatura de 4°C (Garcia 2001). Para su reactivacion se tomaron 0,5 mL de solucién salina con una jeringa
de 3 mL Becton Dickinson y se agregaron al liéfilo en condiciones de esterilidad, luego se agitaron alrededor
de 30 segundos a 1 minuto para realizar un recuento directo en cdmara de Neubauer con azul de tripan,
seguido a ello se llevd a cabo una siembra en agar Czapek (Franco-Correa 2008) de la dilucién anterior y

posterior del exponente obtenido en el recuento directo para confirmar la viabilidad.

5.3 Congelacién

Es también llamado crioconservacién y se clasifica como método a largo plazo. Para llevar a cabo el proceso
se utilizaron eppendorf de 1,5 mL, para ello se prepararon dos concentraciones de glicerol en agua destilada:
glicerol al 20% (p/v) y glicerol al 30% (p/v) teniendo en cuenta que el glicerol (Glicerina MOL LAB.
QUIMIOMETRICAS) esta a una concentracién de 99,5%, seguido a ello se prepararon los indculos en solucién
salina al 0,85% (p/v) realizando recuento en camara de Neubauer con la técnica de azul de tripan (Cardona
2005), para lograr diferenciar células vivas de células muertas y ajustar el indculo a una concentracién de 102-
10° cel/mL (Garcia 2001), por ultimo el indculo junto con el crioconservante se dejaron a una proporcion 1:1,
a continuacién se guardaron los eppendorff de glicerol al 20% (p/v) a una temperatura de -20°C y los
eppendorf de glicerol al 30% (p/v) a una temperatura de -80°C (Perry 1998). Para su reactivacién se tomé un

eppendorff de cada una de las concentraciones y se realizd un recuento directo en cdmara de Neubauer con



azul de tripan, seguido a ello se llevd a cabo una siembra en agar Czapek (Franco-Correa 2008) de la dilucién

anterior y posterior del exponente obtenido en el recuento directo para confirmar la viabilidad.

5.4 Arena estéril

Es un sustrato el cual ha sido estudiado para conservacidon de hongos, especificamente patégenos; sin
embargo en este estudio se utilizd con actinobacterias. Se tomaron 10 g de arena que se depositaron en viales
con capacidad de 50 mL y se esterilizaron a 120°C durante 15 minutos. Por otra parte se realizé un recuento
en cdmara de Neubauer con la técnica de azul de tripan para diferenciar células vivas de células muertas
(Cardona 2005) y de este modo ajustar el indculo a una concentracién de 108-10° cel/mL (Garcia 2001). Se
tomd 1 mLdelindculoy se agregd a 10 g de arena estéril para posteriormente almacenarlos a unatemperatura
de 4°C (Garcia 2001) aproximadamente. Para su reactivacidon se tomd 1 g de la muestra y se agregé a 9 mL de
solucidn salina, se realizd un recuento directo en cdmara de Neubauer con azul de tripan, seguido a ello se
llevd a cabo una siembra en agar Czapek (Franco-Correa 2008) de la dilucién anterior y posterior del

exponente obtenido en el recuento directo para confirmar la viabilidad.

5.5 Silica gel

Se tomaron 5 g de Silica y se introdujeron en viales con capacidad de 50 mL, se taparon con papel aluminioy
se esterilizaron a 180°C durante 90 minutos, después se dejaron enfriar y se colocaron en una bandeja con
hielo durante 24 horas (Nakasone 2004, Perkins 1962), posteriormente se realizé el recuento en camara de
Neubauer para ajustar la concentracién del indculo a 108-10° cel/mL mediante la técnica de azul de tripén con
el fin de diferenciar células vivas de células muertas (Cardona 2005). Se agregaron 0,7 mL del indculo a los 5
g de Silica y se almacenaron a 4°C (Garcia 2001). Para la reactivacién se tomd 1 g de Silica y se realizé un
recuento directo en cdmara de Neubauer con azul de tripan, seguido a ello se llevo a cabo una siembra en
agar Czapek (Franco-Correa 2008) de la dilucién anterior y posterior del exponente obtenido en el recuento

directo para confirmar la viabilidad.

5.6 Arcilla

Se tomaron 2-3 g de Silica y se colocaron en un vial de 50 mL, seguido a ello se colocé algoddn sobre la Silica.
En otro vial se colocaron 10 perlas de arcilla y se mandaron a esterilizar con calor seco a 180°C durante 2
horas. Por otra parte se realizd el recuento en cdmara de Neubauer para ajustar la concentracién del indculo
a 108-10° cel/mL mediante la técnica de azul de tripan para diferenciar células vivas de células muertas (Garcia

2001). Luego se colocaron las perlas de arcilla en el indculo durante 5 minutos en condiciones de esterilidad,



tiempo que permitid la adsorcidn, a continuacién se colocé en el vial que contiene la Silica junto con el
algodon, se sellaron y se almacenaron a 4°C (Garcia 2001). Para su reactivacidén se tomaron todas las perlas
de cada vial y se realizé un recuento directo en cdmara de Neubauer con azul de tripdn, seguido a ello se llevd
a cabo una siembra en agar Czapek (Franco-Correa 2008) de la dilucidn anterior y posterior del exponente

obtenido en el recuento directo para confirmar la viabilidad.

5.7 Transferencia periddica

Es el método mas simple y mas utilizado para la conservacién a corto plazo de bacterias, consiste en la
transferencia periddica del cultivo en un medio liquido o sélido y su incubacién a temperatura adecuada hasta
la obtencidn del crecimiento (Freire 1999), para ello se sembraron en agar avena (Franco-Correa 2008) los 3
principales aislamientos de actinobacterias con actividad solubilizadora de fésforo incubandolas a 25 °C, a los
8 dias se realizé caracterizacién macroscépica y microscopica de cada uno. Este procedimiento se repitid

mensualmente durante 4 meses.

5. 8 Cuantificacion de la actividad solubilizadora de fésforo

Se tomd un Erlenmeyer de 100ml, al cual se le adicionaron 18 ml de medio NBRIP (Anexo 3), y 2 ml de indculo
ajustado a una concentracion de 1 x 108 células/ml, a continuacion se incubaron a 23°Cy 120 rpm durante 5
dias. Luego del tiempo de incubacién, cada una de las muestras se llevé a centrifugar por 15 minutos a 5000
rpm, posteriormente se tomé el sobrenadante y se realizo la cuantificacion de la actividad solubilizadora de
fosforo de los 3 aislamientos que presentan mayor Solubilizacidn segun lo reportado por Prada-Salcedo (2013)
las cuales son MCR24, T3A y T3C; este proceso se realizé por triplicado; la cuantificacion se realizé con el test
SPECTROQUANT de Merck® (Murphy y Riley 1962). Con base a las instrucciones brindadas por el test se
agregaron 5 gotas de Reactivo PO4-1 y una microcucharada de reactivo PO4-2 (medida proporcionada por el
kit), a 5 ml de muestra, seguido a ello se agitd, hasta que el reactivo se disolviera completamente. Para el
desarrollo de esta prueba, se prepard una curva patréon con concentraciones conocidas de ortofosfatos

(KH2PO4), segun el protocolo 365.2 de la EPA (Anexo 5).
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6. RESULTADOS

A partir de las cepas del banco de actinobacterias de la Unidad de Investigaciones Agropecuarias de la Pontificia
Universidad Javeriana se escogieron los mejores aislamientos con actividad solubilizadora de fésforo segun lo
reportado por Franco-Correa (2008) y Prada-Salcedo (2013). Para el tratamiento donde se utilizd la congelacion,
la evaluacidn se dividid segun la temperatura de almacenamiento y la concentracidn del crioconservante segun lo
propuesto por Hubalek (2003) asi:

- congelacidn rapida a -80°C con glicerol al 30%(v/v)

- congelacion lenta a -20°C con glicerol al 20%(v/v).

Tabla 1. Viabilidad obtenida a partir de los métodos de conservacidn a largo plazo para los aislamientos de

actinobacterias al inicio y al final de la evaluacién*

Promedios Promedios de Promedios de
Promedios de Rcto. de Rcto Rcto Promedios de Rcto Promedios de
inicial (cel/mL) Liofilizacion Rcto. inicial Rcto Glicerol Rcto. inicial Rcto Glicerol
Aislamientos (cel/mL) (cel/mL) 20% (cel/mL) (cel/mL) 30% (cel/mL)
MCR1 1,00E+09 6,3E7 a 1,00E+09 4,3E7 a 1,00E+09 1,6E8 b
MCR9 4,00E+08 1,3E8 b 1,00E+09 3E8 ¢c 4,00E+08 1,4E7 a
MCR24 3,00E+08 1E8 a 7,00E+08 1,3E8 a 3,00E+08 7E7 a
MCR26 2,00E+08 9E7 a 6,00E+08 9,3E7 a 2,00E+08 9,2E8 b
L3A 8,00E+08 9,6E7 b 1,00E+09 2E8 ¢ 8,00E+08 7,3E6 a
L4B 2,00E+08 9,3E7b 9,00E+08 1E8 b 2,00E+08 6.6E6 a
L4C 1,00E+09 1E8 a 5,00E+08 9,6E7 a 1,00E+09 3E8 b
M2A 1,00E+09 4E7 ab 1,00E+08 5,3E7b 1,00E+09 6,8E6 a
T1B 1,00E+09 9,3E7 a 1,00E+09 1E8 a 1,00E+09 7,6E7 a
T1C 1,00E+09 1E8 a 1,00E+09 1E8 a 1,00E+09 7,3E7 a
T1) 2,00E+08 2E8 ¢ 1,00E+08 7,3E7 b 2,00E+08 5,8E6 a
T3A 2,00E+09 1,6E8 b 1,00E+09 1E8 ab 2,00E+09 6,5E7 a
T3B 1,00E+09 1,6E8 a 1,00E+09 8E7 a 1,00E+09 1,5E8 a
T3C 1,00E+09 1E8 a 1,00E+09 9,3E7 a 1,00E+09 7,8E7 a
T3D 2,00E+08 1E8 b 6,00E+08 9,6E7 b 2,00E+08 6,6E7 a

* Los métodos de conservacién mas efectivos para cada aislamiento se presentan en rojo segun la agrupacion de

medias de Tukey.
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Tabla 2. Viabilidad obtenida a partir de los métodos de conservacién a mediano plazo para los aislamientos de

actinobacterias al inicio y al final de la evaluacion*

Promedios Promedios Promedios Promedios Promedios
Promedios Rcto. Rcto Arcilla Rcto. Inicial Rcto Arena  Rcto. Inicial Rcto Silica
Aislamientos Inicial (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL)

MCR1 3,00E+08 8,00E+07 ab 1,00E+08 1,00E+08 b 1,00E+08 6,00E+07 a
MCR9 2,00E+08 5,00E+07 a 1,00E+08 1,00E+08 b 1,00E+08 5,00E+07 a
MCR24 1,00E+08 1,00E+08 a 3,00E+07 9,00E+07 a 3,00E+07 7,00E+07 a
MCR26 4,00E+08 8,00E+07 a 4,00E+08 1,00E+08 a 4,00E+08 8,00E+07 a
L3A 2,00E+08 7,00E+07 a 3,00E+08 9,00E+07 a 3,00E+08 7,00E+07 a
L4B 3,00E+07 1,00E+08 a 3,00E+07 9,00E+07 a 3,00E+07 4,00E+04 a
L4C 2,00E+08 5,00E+07 a 2,00E+07 6,00E+07 a 2,00E+07 4,00E+07 a
M2A 3,00E+08 1,00E+08 b 4,00E+08 1,00E+08 b 4,00E+08 4,00E+07 a
T1B 8,00E+07 3,00E+08 a 2,00E+08 5,00E+08 b 2,00E+08 6,00E+07 a
T1C 4,00E+08 7,00E+07 a 2,00E+07 5,00E+08 b 2,00E+07 8,00E+07 a
T1J 3,00E+08 3,00E+07 a 2,00E+07 8,00E+07 a 2,00E+07 6,00E+07 a
T3A 1,00E+08 1,00E+08 a 4,00E+08 2,00E+08 b 4,00E+08 6,00E+07 a
T3B 2,00E+08 7,00E+07 a 2,00E+07 2,00E+08 b 2,00E+07 9,00E+07 a
T3C 1,00E+08 7,00E+07 a 4,00E+08 2,00E+08 b 4,00E+08 7,00E+07 a
T3D 3,00E+07 4,00E+07 a 2,00E+07 8,00E+07 b 2,00E+07 5,00E+07 ab

* Los métodos de conservacién mas efectivos para cada asilamiento se presentan en rojo segun la agrupacién de

medias de Tukey.

Para evaluar la viabilidad de cada uno de los aislamientos en los diferentes métodos de conservacién se usaron
dos técnicas diferentes, recuento en placa y recuento en cdmara de Neubauer con azul de tripan al 0,05% (Cardona
2005), mediante un analisis estadistico T-Student se determiné que no hay diferencias significativas (Anexo 1)
entre recuento en placa y recuento en cdmara de Neubauer para largo plazo, sin embargo el andlisis arrojé
diferencias significativas para 2 métodos de conservacién a mediano plazo, arcilla y silica gel (Anexo 1).

Ademas se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor con un a del 0.05 y posteriormente una prueba
de comparacion de medias de Tukey (Anexo 2) para determinar el mejor método de conservacién a cada uno de
los aislamientos como se observa en la tabla 1y 2. En esta tabla se pueden observar los promedios del recuento
en camara de Neubauer y unaletra (a, b 6 c) correspondiente a los grupos formados por la prueba de comparacion
de medias; sin embargo, algunos de los aislamientos no presentan diferencias por lo tanto se codificaron con la

misma letra en los tres métodos de conservacion evaluados.
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Se tomaron los tres aislamientos de actinobacterias que presentaron mayor actividad solubilizadora de fdsforo
segun los resultados reportados por Prada-Salcedo (2013) a partir de fosfato tricalcico como fuente inorganica de
fosforo. El protocolo para la determinacidn de fosforo soluble en este estudio se efectud segun lo propuesto por
el protocolo 365.2 de la EPA midiendo la absorbancia a 880 nm, debido a que la curva patrdn se realizé a esta
absorbancia (Anexo 5). El blanco que se configurd para la reaccién fue agua destilada desionizada adiciondandole
los reactivos del Kit Spectroquant Merk®, adicionalmente se montaron por triplicado dos controles diferentes,

control abidtico y NBRIP sin fosfato tricalcico como se muestra en la figura 1.

Figura 1. Reaccidn de control sin fuente de fosforo, blanco, control abidtico y réplica de MCR24

Mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor con un a del 0.05 y posteriormente una prueba de Tukey
(Anexo 2) se determind el mejor método de conservacion relacionada con la preservacion de la actividad para
cada uno de los aislamientos solubilizadores como se muestra en la tabla 3. En ella se encuentran los diferentes
tratamientos evaluados y la concentracién de fésforo soluble en ppm de cada aislamiento con una letra (a, b 6 c)
correspondiente a los grupos formados en la prueba post hoc (Anexo 2). Los resultados del analisis muestran que,
para el aislamiento MCR24, existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los métodos de
conservacién evaluados, siendo glicerol (30%) el mejor tratamiento; el aislamiento T3A no presenta diferencias
significativas ya que los datos presentaron un comportamiento similar, sin embargo se eligié la media mas alta la
cual corresponde al tratamiento de liofilizacidn, y el aislamiento T3C, muestra que hay diferencias significativas
entre los métodos, donde liofilizacidn y glicerol (30%) son los métodos que tienen mejor efecto en la solubilizacion

de fosforo.
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Tabla 3. Evaluacién de la solubilizacion de fésforo a partir de los tratamientos™

Concentracion P soluble (ppm)

Tratamiento
MCR24 T3A T3C
Liofilizacién 22,54+ 1,826 a 51,36 £ 0,024 a 13,51+0,414 c
Glicerol 20% 20,04 + 2,056 a 45,26 £ 2,251 a 0,44 +0,270 a
Glicerol 30% 43,184,742 b 39,02+4,129a 15,05+0,8 ¢
Arcilla 26,65+ 4,612 ab 45,26 + 2,857 a 6,87 +1,438b
Arena 27,86 + 5,492 ab 44,63 +5,628 a 6,34+1,218b
Silica 30,52 +2,120 ab 47,29 +0,698 a 2,47+0,571a

* Los métodos de conservacion mas efectivos en cuanto a la preservacion de actividad para cada asilamiento se presentan en rojo segun
la agrupacion de medias de Tukey.
Promedio de la concentracion + Error estandar

Asi mismo se realizé un ANOVA y una prueba de Tukey adicional para confirmar los datos obtenidos en el

andlisis estadistico general de solubilizacién de fésforo (Anexo 2).
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Color anverso: Gris oscuro. Textura: Correcsa. Micelio vegetstivo no fragmentado, cadenas
Color reverso: Mamon oscuro, no presenta  cortas de conidios, los cusles sz observan en aits
pigmento difusible al medio. cantidad en forma bacilar.

Color anverso: Grisoscuro. Textura: Comreosay Micelio vegetativo no fregmentado con cadenas
seca. Color reverso: Gris, sin pigmento difusible cortas de conidios y conidios sencillos en baja
almedio. cantidad.

Figura 2. (A) Macroscopia y microscopia del aislamiento T3A al inicio del estudio. (B) Macroscopia y microscopia

del aislamiento T3A al final de la evaluacion.
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Por otra parte se realizaron caracterizaciones morfoldgicas de cada uno de los aislamientos para evaluar
transferencia periddica, en el Anexo 4 se muestran las caracterizaciones correspondientes a la primera fecha de
reactivaciéon y a la ultima fecha evaluada. El aislamiento T3A conserva las caracteristicas macroscopicas y
microscépicas al final del estudio como se muestra en la figura 2, lo que se observd para los demas aislamientos
evaluados; sin embargo los resultados de la actividad solubilizadora de fésforo fueron muy bajos para los
aislamientos seleccionados con respecto a los valores obtenidos en el estudio realizado por Prada-Salcedo (2013).
Este tipo de evaluacion es de vital importancia para cepas de actinobacterias que presentan una actividad
metabdlica de interés, debido a que a algunos de estos microorganismos se les ha detectado que tienden a tener
una inestabilidad genética bastante alta, detectada en primera instancia por cambios en la morfologia

macroscoépica.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Segun los resultados obtenidos en la prueba T para muestras relacionadas entre recuento de células viables con
azul de tripan 0,05% en camara de Neubauer y recuento en placa usando agar Czapek como medio de cultivo, se
observa que no existe diferencia estadisticamente significativa entre estos dos métodos de recuento, excepto
para silica y arcilla. El recuento en placa segin ICMSF (1999) se define como el recuento de microorganismos
viables basado en el nimero de colonias que crecen en placas de agar con condiciones especificas de crecimiento;
el agar que se utilizé para llevar a cabo el procedimiento estd compuesto por sacarosa como fuente de carbonoy
nitrato de sodio como fuente de nitrégeno; segun lo reportado por Avila (2012) las actinobacterias tienen como
requerimientos nutricionales una fuente de carbono orgdnica, fuente de nitrégeno inorgdnica y sales esenciales,
el agar Czapek tiene fosfato dipotasico, sulfato de magnesio y sulfato ferroso, por lo tanto este medio permite el
desarrollo adecuado de estos microorganismos, sin embargo las actinobacterias se caracterizan por tener un
crecimiento lento aproximadamente de cinco a quince dias dependiendo de su fisiologia (Becerril 2011), como se
pudo observar durante el tiempo de incubacién con los aislamientos T3A y L3A, la temperatura puede ser
determinante en la velocidad de crecimiento ya que cada microorganismo tiene un rango éptimo de dicho factor
que al ser modificado puede generar estrés y retardar su crecimiento, aunque las condiciones fueron las mismas
para todos los aislamientos el crecimiento depende de cada uno. La temperatura dptima de crecimiento de las
actinobacterias se encuentra en un rango de 25 a 30°C y tarda aproximadamente de cinco a siete dias en crecer
dependiendo del género; estos microorganismos presentan diferentes tipos de crecimiento, ya sea formando
micelio aéreo o micelio de sustrato, con la presencia o ausencia de esporas, que puede incidir en la velocidad de
duplicacién del microorganismo. Debido a que los aislamientos utilizados no se han identificado en su totalidad,
no se puede inferir la tasa de crecimiento, ya que puede variar dependiendo del género de la actinobacteria, por
lo tanto seria recomendable realizar un andlisis molecular para identificar cada uno de los aislamientos. Por otra
parte una manera distinta y evaluada en este estudio para determinar la viabilidad de las células fue mediante el
recuento en cdmara de Neubauer con azul de tripan, el cual es un colorante azoico que permite diferenciar células
vivas de células muertas por exclusion (Coder 1997), las células vivas no permiten el paso del colorante ya que la
membrana se encuentra intacta y es selectiva a ciertos compuestos como el azul de tripan, por lo tanto las células
muertas se observan de color azul bajo el microscopio. Al ser un colorante con un grupo azo, puede liberar aminas
cancerigenas que lo convierte en un colorante intrinsecamente peligroso, por lo tanto las concentraciones deben
estar en una relacion adecuada que no afecte ni genere toxicidad a la célula durante cierto tiempo, segun lo
reportado por Coder (1997) a una concentracién de 0,4% (p/v) pasados 3 minutos el colorante se vuelve toxico
para la célula, en la figura 3 se observa que los propagulos se tifien de azul lo que indica que ya no se encuentra

viable, sin embargo Cardona (2005) reporta el uso del colorante en una concentracién de 0,05% (p/v) dejando
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reaccionar durante 5 minutos para poder realizar la lectura, ya que los propagulos excluyen el colorante y se ven
transparentes como lo muestra la figura 4.

Como no existe diferencia estadisticamente significativa en la mayoria de los métodos segun los resultados
obtenidos entre recuento en cdmara y recuento en placa, se recomienda determinar la concentracidon de
células/ml viables mediante el uso del recuento en cdmara de Neubauer tifiiendo la muestra con azul de tripan al
0,05% (p/v), debido a que los costos que genera el recuento en placa son mas altos y necesitan mayor tiempo
para poder generar un resultado, ademas el recuento de células viables con el uso del colorante se realiza del vial
directamente por lo tanto se da un resultado inmediato, mientras que el recuento en placa puede generar
resultados con un margen de error mas alto ya que el tiempo de incubacién y la fisiologia del microorganismo
pueden afectar el método, sin embargo debe existir una relacion constante entre recuento en placa y recuento
directo en cdmara de Neubauer (Marshall, 1936) tal como se puede observar en la tabla 4 donde se manifiesta

dicha relacion.

Tabla 4. Viabilidad obtenida para recuento en placa y recuento en cdmara de Neubauer de los métodos de

conservacién a mediano plazo.

Rcto Rcto Rcto

camara Rcto placa camara Rcto placa camara Rcto placa

Arcilla Arcilla Silica Silica Arena Arena
Aislamiento Inicial (cel/mL) (UFC/mL) Inicial (cel/mL) (UFC/mL) Inicial (cel/mL) (UFC/mL)
MCR1 3,00E+08 8,00E+07 4,00E+06 1,00E+08 6,00E+07 1,00E+06 1,00E+08 1,00E+08 2,00E+07
MCR9 2,00E+08 5,00E+07 7,00E+06 1,00E+08 5,00E+07 3,00E+06 1,00E+08 1,00E+08 3,00E+07
MCR24 1,00E+08 1,00E+08 1,00E+07 3,00E+07 7,00E+07 1,00E+06 3,00E+07 9,00E+07 2,00E+07
MCR26 4,00E+08 8,00E+07 2,00E+07 4,00E+08 8,00E+07 0,00E+00 4,00E+08 1,00E+08 2,00E+07
L3A 2,00E+08 7,00E+07 3,00E+06 3,00E+08 7,00E+07 1,00E+06 3,00E+08 9,00E+07 2,00E+06
L4B 3,00E+07 1,00E+08 1,00E+07 3,00E+07 4,00E+04 2,00E+06 3,00E+07 9,00E+07 1,00E+06
Lac 2,00E+08 5,00E+07 6,00E+06 2,00E+07 4,00E+07 1,00E+06 2,00E+07 6,00E+07 2,00E+06
M2A 3,00E+08 1,00E+08 2,00E+07 4,00E+08 4,00E+07 1,00E+06 4,00E+08 1,00E+08 1,00E+07
T1B 8,00E+07 3,00E+08 2,00E+07 2,00E+08 6,00E+07 3,00E+06 2,00E+08 5,00E+08 0,00E+00
T1C 4,00E+08 7,00E+07 1,00E+07 2,00E+07 8,00E+07 2,00E+06 2,00E+07 5,00E+08 1,00E+07
T1) 3,00E+08 3,00E+07 2,00E+06 2,00E+07 6,00E+07 2,00E+06 2,00E+07 8,00E+07 2,00E+06
T3A 1,00E+08 1,00E+08 1,00E+09 4,00E+08 6,00E+07 2,00E+06 4,00E+08 2,00E+08 1,00E+07
T3B 2,00E+08 7,00E+07 1,00E+07 2,00E+07 9,00E+07 2,00E+06 2,00E+07 2,00E+08 1,00E+07
T3C 1,00E+08 7,00E+07 7,00E+08 4,00E+08 7,00E+07 2,00E+06 4,00E+08 2,00E+08 2,00E+07
T3D 3,00E+07 4,00E+07 2,00E+07 2,00E+07 5,00E+07 1,00E+06 2,00E+07 8,00E+07 1,00E+06

En cuanto a la determinacidon de la viabilidad, esta se presenta de manera constante en la mayoria de los
aislamientos por método de conservacion, observdndose que el recuento en placa disminuye mas de dos unidades

exponenciales con respecto al inicial. Segun lo reportado por Marshall (1936) el recuento en placa es
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generalmente mas bajo que el recuento directo, puesto que al realizar un recuento en placa es necesario disminuir
la carga microbiana mediante un proceso de dilucién, aumentando el error experimental; en este estudio se
realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta 102 para sembrar las 3 Ultimas diluciones teniendo en cuenta el
recuento en camara de Neubauer realizado previamente. Existen distintos tipos de error al realizar un recuento
en placa, dentro de los cuales se encuentran algunos como: el error involucrado en la preparacién de una
suspension diluida (Jennison 1940), la cantidad de alicuota adicionada al medio de cultivo (Snyder 1947), la
homogenizacién de la suspension de microrganismos y por lo tanto la distribucidon de los mismos en la alicuota
(James 1939), laimportancia de estas diferentes fuentes de error dependen considerablemente de las condiciones
a las que se llevo a cabo la experimentacion, por lo tanto a mayor nimero de diluciones mayor margen de error
segun los reportado y los resultados obtenidos, a diferencia del recuento en cdmara de Neubauer donde se

realizaron menor nimero de diluciones llegando hasta 1072

b - . .

- .2 4 - .
-. S ), ‘ - »

VOO S « ,.
»
AR ade 'A. . X : e .

Figura 3. Células muertas tefidas con Figura 4. Células vivas tefiidas con azul
azul de tripan 0,4% (p/v) de tripan 0,05% (p/v)

Las actinobacterias son microorganismos que tienen la capacidad de conservar caracteristicas metabdlicas luego
de someterse a cambios fisicos, tal como sucede en el proceso de liofilizacidon, el cual se llevd a cabo para la
conservacioén de los aislamientos, este método consta de un cambio de estado sdlido a gaseoso sin pasar por una
fase liquida (sublimacidn) lo que puede afectar la viabilidad celular, como se observa en la tabla 1, el 33.3% de los

aislamientos presentaron mejores resultados en cuanto a la viabilidad ya que no disminuyeron mas de dos
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unidades exponenciales, aunque éste método de conservacidn ha sido ampliamente reportado (Morgan 2006), el
fuerte impacto que reciben las células por el proceso de sublimacién disminuye notablemente el porcentaje de
viabilidad de los microorganismos segun Bozoglu et al. (1987); sin embargo, se observa que al cabo de un afio de
evaluaciéon ningun aislamiento presenté descenso en mas de dos unidades exponenciales, lo que permite
comprobar que es un método viable para la conservacién de dichos microorganismos; por otra parte la
crioconservacion es uno de los métodos mas reportados junto con liofilizacién, ya que han sido estandarizados
para la preservacion celular; sin embargo, no hay reportes que indiquen las caracteristicas Optimas de
conservacién para actinobacterias, por lo tanto segun lo reportado por Hubalek (2003) la crioconservacion se
puede llevar a cabo a bajas temperaturas con concentraciones de crioconservante especificas, como se puede
observar en la tabla 1, el 33,3% de los aislamientos tanto para glicerol al 20% (v/v) como glicerol 30% (v/v)
presentaron un buen resultado de viabilidad, el cual se mantuvo sin descender mds de dos unidades
exponenciales, aun asi el aislamiento M2A presentd un descenso significativo en glicerol 30% (v/v), segun lo
reportado por Rojas (2013) se corrobora que la viabilidad de los aislamientos disminuye significativamente
durante el tiempo de evaluacidn a bajas temperaturas de almacenamiento.

Fonseca (2006) reporta en su estudio que el descenso de la viabilidad se puede presentar debido a que a bajas
velocidades de congelacidn se causa un mayor dano a las células por estrés osmotico y a la formacidn de cristales
amorfos (Pegg, 2002), a diferencia de los cristales que se forman a altas velocidades de congelacién los cuales no
causan un dafio directo a la célula, sin embargo Morris (2006) propuso un mecanismo alternativo de dafio celular
el cual consiste en el desequilibrio osmadtico que presenta la célula durante la descongelaciéon y por lo tanto el
descenso en la viabilidad se puede generar por alguna o todas las propuestas mencionadas anteriormente, sin
embargo estos reportes han sido descritos para bacterias no filamentosas y contrastando con los resultados de
este estudio segun la Tabla 1 no se confirma lo propuesto por Morris (2006).

Las actinobacterias son microorganismos presentes en diversos ambientes y se encuentran en una proporcién de
20-60% de la poblacién microbiana del suelo (Franco-Correa 2008) siendo un porcentaje representativo en este
habitat, por lo tanto los métodos de conservaciéon a mediano plazo se llevaron a cabo en 2 diferentes matrices
gue hacen parte del suelo, como son la arcilla y la arena, aunque la silica gel ha sido reportado como método de
conservacién es un material sintético fabricado a partir de silicato sédico que proviene de compuestos como el
cemento.

Los resultados obtenidos a partir del analisis estadistico de varianzasy la prueba de Tukey muestran que el método
de conservacién en silica gel no fue efectivo para ningln aislamiento, esto se puede deber a que la silica es un
compuesto desecante, es decir que elimina la humedad del ambiente en el que se encuentre, lo cual puede afectar

la viabilidad del microorganismo ya que se reduce drasticamente el metabolismo y algunos géneros no sobreviven
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a este proceso, por lo tanto es necesario afiadir agentes protectantes como la leche descremada al 10% segun lo
reportado por Cody et al. (2008).

La textura del suelo se define como el porcentaje en peso de cada fraccién mineral, arena, limo y arcilla. La arena
se clasifica segln su tamafio en arena muy gruesa, gruesa, media, fina y muy fina. La arena fina, utilizada en este
estudio, tiene un tamafio de 0,10 a 0,25 mm (Hodgson 1987) y la proporcidn de estas particulas determina la
retencién de agua, la estructura del suelo y la disponibilidad de aire y nutrientes (Glyan 1999), el resultado que
arrojé el analisis estadistico muestra que el 73% de los aislamientos obtuvieron mayor afinidad con el método de
conservacién en arena lo cual ratifica lo mencionado anteriormente, ademas la arena se usa en distintos procesos
como la filtracion de aguas lo cual indica la capacidad de la arena para retener los microorganismos
manteniéndolos viables, por otra parte el 27% de los aislamientos presentaron estabilidad al relacionarlo con la
viabilidad, no disminuyendo mas de dos unidades exponenciales en el método de conservacién utilizando arcilla
como matriz. La arcilla es un grano muy fino compuesto principalmente por silicatos, este estudio se llevé a cabo
haciendo uso de arcilla artesanal; es decir, una arcilla que ha pasado por un proceso térmico, por lo tanto ha
perdido propiedades fisicas, los suelos que presentan alto contenido de arcilla tienen alta capacidad de retencién
de agua pero escasa aireacion lo cual se ve ligado al tamafio del poro debido a que las particulas se encuentran
en un rango inferior a 0,002 mm, aunque no existen reportes que especifiquen acerca del uso de arcilla como
método de conservacidn en actinobacterias, al cabo del estudio se demostrd que la viabilidad se mantuvo sin
disminuir mas de un exponente en comparacién con los demds métodos evaluados.

La transferencia periddica es un método comun de conservacion que consiste en pases periddicos del
microorganismo a medios de cultivo especificos, sin embargo diferentes estudios han demostrado el efecto del
medio sobre algunas caracteristicas de los microorganismos (Garcia 2006). Para efectos de este estudio el medio
de cultivo empleado fue agar avena (15 g/L) (Anexo 3) reportado por Franco-Correa (2008) ya que permite la
esporulacion de las actinobacterias. Como se puede observar en el anexo 4, los aislamientos seleccionados para
la cuantificacion de fésforo presentan las mismas caracteristicas morfoldgicas al inicio y al final de la evaluacion,
sin embargo las concentraciones de fosforo soluble obtenidas en este método de conservacion fueron bajas
teniendo como referencia las concentraciones reportadas por Prada-Salcedo (2013), aunque se debe tener en
cuenta que la cuantificacion en dicho estudio se realizé a partir de aislamientos primarios, es decir, con no mas
de 2 pases sucesivos; en cambio, en este estudio se evalud la solubilizacién después de cuatro transferencias en
agar avena. Se ha demostrado que existe una tendencia de los microorganismos a perder su capacidad de
esporulacidn, de crecimiento y produccion o expresidon de enzimas, lo cual corrobora los resultados obtenidos en
el presente estudio; Lezama (1994) demostrod que los pases sucesivos sobre los medios causan pérdida gradual de

las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos, debido a los distintos componentes del medio, y otros
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factores como el pH, la temperatura y la humedad relativa; por lo tanto transferencia periédica no es un método
aconsejable para actinobacterias solubilizadoras de fdsforo independientemente que disminuya costos en el
laboratorio, pues presenta alto riesgo de contaminacién lo que incrementa el tiempo de investigacidn y no es facil

de transportar y/o manejar, siendo éste un factor relevante en la eleccién de un método de conservacion.

Los tres aislamientos seleccionados para realizar la cuantificaciéon de la actividad solubilizadora de fésforo se
tomaron a partir de resultados obtenidos por Prada-Salcedo (2013) y la cuantificacion se realizd en base a la
metodologia propuesta por Mehta y Nautiyal (2001) en medio liquido NBRIP, diversos autores han reportado que
el mecanismo de solubilizacién de fésforo inorgdnico insoluble se da por la produccién de acidos organicos de
bajo peso molecular como el acido glucdnico y ceto-glucénico (Rodriguez y Fraga 1999; Deubel et al. 2000;
Bobadilla 2008; Leyval y Barthelin 1989), sin embargo en este estudio no se realizd una prueba que determinara
cualitativamente la produccion de acidos, para ello se puede utilizar el medio liquido NBRIP suplementado con

azul de bromofenol (Anexo 3) y es recomendable como prueba confirmatoria.

Se observa que el control de medio NBRIP sin fuente de fésforo inorganico presenta coloracidn azul (Figura 1) lo
gue indica que el medio de cultivo tiene un componente que interfiere con la técnica, por lo tanto el control
abidtico se realizd para determinar la concentracidn total de fésforo presente en el medio (5,32 ppm) y de esta
forma restdrsela a las concentraciones obtenidas para los aislamientos. La figura 5 muestra que la solubilizacién
del fésforo insoluble fue baja, lo que se confirma con el resultado de concentracidn que fue de 6,47 ppm; a
diferencia de la figura 6 presenta la cual presenta el aislamiento T3A en el mismo método de conservacion con
una concentracién de fdsforo soluble de 45,26 ppm. Cuando el fésforo se solubiliza el medio cambia de color
blanco a transparente con alta cantidad de biomasa lo que indica que el microorganismo tomé el fésforo y lo
inmovilizd, por lo tanto se puede inferir que a mayor biomasa mayor solubilizacidn, sin embargo la concentracidn
de fésforo soluble para este aislamiento es baja respecto a lo reportado por Prada-Salcedo (2013) ddnde se
obtuvieron concentraciones de 520 ppm aproximadamente, esto se debe a que las actinobacterias evaluadas
vienen de un proceso fisico de alto impacto para el microorganismo, el cual puede generar un descenso
considerable de la actividad, por ello se recomienda realizar la metodologia propuesta por Prada-Salcedo (2013)

para obtener concentraciones similares.
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Figura 5. Solubilizacion de fésforo Figura 6. Solubilizacion de fésforo del
del aislamiento T3C en Arcilla aislamiento T3A en Arcilla

El método 1.14848 Spectroquant de Merck® es analogo a la norma internacional ISO 6878/1-2005 (Valcan 2011),
la cual se emplea para la determinacion de ortofosfatos y fosforo total en aguas y suelo. La curva patrén de fosforo
que se obtuvo a una longitud de onda de 880 nm fue similar a la reportada por Valcan (2011), confirmando los
resultados del presente estudio, de tal manera que para investigaciones posteriores se puede realizar una
estandarizacién de la técnica para intereses del laboratorio evaluando diferentes pardmetros y comparandolos
con el inserto del Kit Spectroquant de Merck®, teniendo en cuenta pardmetros operativos estadisticos como

reproductividad y reproducibilidad, incertidumbre y porcentaje de error.

La importancia de este trabajo radica en que no existen reportes de conservacion para actinobacterias que
presenten actividad solubilizadora de fésforo, seglin el andlisis estadistico los métodos evaluados a largo plazo
resultaron ser los mejores en cuanto a la preservacion de caracteristicas genotipicas, segun lo reportado por
Garcia (2001) la eleccidon de estos métodos garantiza la estabilidad genética ya que evita la apariciéon de
generaciones sucesivas, sin embargo es indispensable elegir varios métodos de conservacidon que conjuntamente
permitan mantener el material biolégico de interés, minimizando la posibilidad de pérdida de las caracteristicas
del microorganismo, ya sea por el descenso en la viabilidad, cambios en las condiciones de almacenamiento o
presencia de contaminacién, ya que todo método valido no es absolutamente perfecto donde los mismos
mecanismos que producen efectos favorables no pueden evitar ocasionar dafios colaterales segun lo reportado
por Parra (2006) y Rico (2004). En la tabla 4 se observa en color rojo los métodos de largo plazo seleccionados;
liofilizacidn y glicerol 30%, sin embargo estos métodos no son generales para todos los aislamientos seleccionados,
exceptuando T3C, ya que el analisis determind que existen diferencias entre liofilizacién y glicerol 30% por lo cual

se seleccioné el método de liofilizacidon debido a que también preserva la viabilidad celular. La tabla 1 muestra
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que la liofilizacion mantuvo la viabilidad del aislamiento MCR24, sin embargo en el método de glicerol 30% la
viabilidad no disminuyd mas de dos unidades exponenciales, por esta razén se elige dicho tratamiento debido que
la actividad solubilizadora de fdsforo es el factor primordial de este estudio. De otro modo el método de
liofilizacidn fue mds efectivo para el aislamiento T3A ya que mantuvo la viabilidad y la actividad. Existen varios
estudios donde se recomienda la liofilizacién como método de eleccién por su comodidad para el almacenamiento
y/o transporte ya que pueden almacenarse a temperatura ambiente lo cual facilita su manejo y envio (Fisher et
al. 1982; Singh et al. 2004; Estrada y Vélez 2006), por otro lado la conservacién de los microorganismos a altas
temperaturas de almacenamiento como es el caso de -80°C genera una congelacién rdpida, lo cual impide la
formacidn de cristales amorfos que puedan afectar los microorganismos, segun lo reportado por Sanchez (2005)
en estos métodos de conservacidon se induce una adaptacién bacteriana donde la reduccién en la velocidad
metabdlica es significativa pero a su vez es suficiente para mantener al microorganismo viable, algunas de las
adaptaciones son: produccion de enzimas resistentes al frio, sistemas de transporte adaptados a bajas
temperaturas, aumento de la concentracién de acidos grasos en la cadena de fosfolipidos de la membrana lo cual

permite que continue el estado semifluido y evitar la congelacién.

A partir del andlisis de costos (Anexo 6), se determind el valor total de cada uno de los métodos de conservacion,
siendo la liofilizacidén quien presentd el monto més alto con $59,720.645 y arcilla el mas bajo con $29.735.362; la
realizacidn del proyecto generd un costo total de $90.622.316 el cual fue financiado dentro de recursos propios

obtenidos a través de proyectos financiados por la vicerrectoria académica de la Pontificia Universidad Javeriana.

Para el desarrollo del proyecto se tuvieron en cuenta 3 factores primordiales, la viabilidad, la actividad
solubilizadora de fosforo y los costos (Tabla 5) a partir de éstos se puede sugerir un método de conservacion
apropiado para dichos microorganismos (actinobacterias), sin embargo en el presente estudio se objetd encontrar
el mejor método de conservacion para cada uno de los aislamientos, teniendo en cuenta la actividad solubilizadora

de fésforo como parametro determinativo.
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Tabla 5. Viabilidad, concentracién de fésforo soluble y costos de los tratamientos evaluados*

Plazos Tratamiento Viabilidad Actividad solubilizadora de Costos
[células /mlL) fosforo (ppm) (COP)
Largo Liofilizacion 9,00E+07 2913 29.730.760
Glicerol 20% [1,00E+08] 21.91
Glicerol 30% &,00E+07 3242 46.254.094
Mediano Arena 26.28 32.287432
Arcilla 8,00E+07 26.26
Silica Gel 5,00E+07 32.382.529
Corto T. Periddica Cualitativo 23.23 32.215.099

*Lo= cuadros mjos respresentan los tetamientosselecdonados en cuanto a |la mejor viabilidad, la concentracion mas alta de

fosforo soluble v los costos mas bajos.

En la Tabla 5 se observan algunos valores resaltados en color rojo, los cuales indican en la viabilidad y en la

actividad solubilizadora de fésforo, los datos mds altos y en cuanto a costos, los mds bajos. El método de glicerol

al 20% correspondiente a largo plazo y arcilla de mediano plazo, fueron los métodos mas econémicos de cada uno

de los tiempos evaluados, aunque no presentaron los mejores resultados de viabilidad y actividad solubilizadora,

la concentracién de fésforo soluble no disminuyé mas del 32%, lo que permite inferir que los métodos evaluados

son eficaces y su elecciéon se debe realizar segun el interés que se tenga al momento de llevar a cabo la

conservacion.
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8. Conclusiones
- Se determind el mejor método de conservacion para cada uno de los aislamientos evaluados en el estudio.
- lLaviabilidad y la pureza de cada uno de los aislamientos evaluados se mantuvieron estables a través del
tiempo de estudio.
- Se mantuvo la actividad solubilizadora de fosforo al cabo de un afio de evaluacién en los métodos de

conservaciéon evaluados.
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RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Para la conservacion de los aislamientos solubilizadores de fésforo presentados en este estudio se recomienda el
método de glicerol 30% a una temperatura de almacenamiento de -802C aunque el método de liofilizacidn

también es vdlido.
Para estudios posteriores se recomienda la identificacion molecular de la totalidad de los aislamientos para saber
hasta nivel de especie que microorganismo se tiene y determinar para cada uno el método de conservaciéon mas

viable, en cuanto a costos y solubilizacién.
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ANEXO 1

Prueba T para muestras relacionadas

Liofilizacion

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza

para la diferencia

Inferior Superior T Gl Sig. (bilateral)

Par1l Recuento en camara -3,30409E9 3,01427E8 -1,786 14 ,096
— Recuento en placa
Glicerol 20%
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza
para la diferencia

Inferior Superior T Gl Sig. (bilateral)

Par1l Recuento en camara -3,08378E8 | 56244943,9060 -1,483 14 ,160

— Recuento en placa

9
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Glicerol 30%

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza

para la diferencia

Inferior Superior t Gl Sig. (bilateral)
Par 1 Recuento en camara -3,69902E8 | 67098127,3155 -1,486 14 , 159
— Recuento en placa 9
Arcilla
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para la
diferencia
Inferior Superior t Gl Sig. (bilateral)
Par1l camara - placa -2,05193E8 1,34259E8 -,448 14 ,661
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Arena

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza para la

diferencia
Inferior Superior t Gl Sig. (bilateral)
Par1l camara - placa 75188023,4374 2,35745E8 4,154 14 ,001
6
Silica gel
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para la
diferencia
Inferior Superior t Gl Sig. (bilateral)
Par1l camara - placa 45014282,4234 | 69124384,2431 10,154 14 ,000
8 9
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ANEXO 2

Analisis estadistico

ANOVA de un factor para métodos a largo plazo

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
MCR1 Inter-grupos 2,629E16 1,314E16 11,267 ,009
Intra-grupos 7,000E15 1,167E15
Total 3,329E16
MCR9 Inter-grupos 1,238E17 6,191E16 55,700 ,000
Intra-grupos 6,669E15 1,111E15
Total 1,305E17
MCR24  Inter-grupos 6,022E15 3,011E15 2,631 ,151
Intra-grupos 6,867E15 1,144E15
Total 1,289E16
MCR26  Inter-grupos 7,869E16 3,934E16 354,100 ,000
Intra-grupos 6,667E14 1,111E14
Total 7,936E16
L3A Inter-grupos 5,578E16 2,789E16 2345,832 ,000
Intra-grupos 7,133E13 1,189E13
Total 5,585E16
L4B Inter-grupos 1,627E16 8,133E15 180,852 ,000
Intra-grupos 2,698E14 4,497E13
Total 1,654E16
L4C Inter-grupos 8,682E16 4,341E16 57,456 ,000
Intra-grupos 4,533E15 7,556E14
Total 9,136E16
M2A Inter-grupos 3,440E15 1,720E15 7,026 ,027
Intra-grupos 1,469E15 2,448E14
Total 4,909E15
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T1iB Inter-grupos 8,667E14 2 4,333E14 1,950 ,223
Intra-grupos 1,333E15 6 2,222E14
Total 2,200E15 8

TiC Inter-grupos 1,422E15 2 7,111E14 5,224 ,049
Intra-grupos 8,167E14 6 1,361E14
Total 2,239E15 8

T1J Inter-grupos 5,830E16 2 2,915E16 372,269 ,000
Intra-grupos 4,698E14 6 7,831E13
Total 5,877E16 8

T3A Inter-grupos 1,601E16 2 8,003E15 7,149 ,026
Intra-grupos 6,717E15 6 1,119E15
Total 2,272E16 8

T3B Inter-grupos 1,349E16 2 6,744E15 5,518 ,044
Intra-grupos 7,333E15 6 1,222E15
Total 2,082E16 8

T3C Inter-grupos 7,389E14 2 3,694E14 3,800 ,086
Intra-grupos 5,833E14 6 9,722E13
Total 1,322E15 8

T3D Inter-grupos 2,022E15 2 1,011E15 8,878 ,016
Intra-grupos 6,833E14 6 1,139E14
Total 2,706E15 8

Tukey
MCR1

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N A B
glicerol 20 4,333E7

liofilizacion 6,333E7

glicerol 30 1,667E8
Sig. , 763 1,000
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Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.

MCR9
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B C

glicerol 30 3 1,400E7

liofilizacion 3 1,333E8

glicerol 20 3 3,000E8

Sig. 1,000 1,000 1,000
MCR24

Subconjunto para alfa =
0.05

Tratamiento N A

glicerol 30 3 7,000E7
liofilizacion 3 1,000E8
glicerol 20 3 1,333E8

Sig. ,133

MCR26
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N A B
liofilizacion 3 9,000E7

glicerol 20 3 9,333E7

glicerol 30 3 2,900E8
Sig. ,922 1,000
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L3A

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B C

glicerol 30 7,3333E6

liofilizacion 9,6667E7

glicerol 20 2,0000E8

Sig. 1,000 1,000 1,000
L4B

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B

glicerol 30 3 6,6667E6

liofilizacion 3 9,3333E7
glicerol 20 3 1,0000E8
Sig. 1,000 ,486
L4C

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B

glicerol 20 3 9,6667E7

liofilizacion 3 1,0000E8

glicerol 30 3 3,0667E8
Sig. ,988 1,000
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M2A

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B
glicerol 30 6,8333E6
liofilizacion 4,0000E7 4,0000E7
glicerol 20 5,3333E7
Sig. ,090 ,579
T1B
Subconjunto para alfa =
0.05
Tratamiento A
glicerol 30 3 7,6667E7
liofilizacion 3 9,3333E7
glicerol 20 3 1,0000E8
Sig. 214
T1C
Subconjunto para alfa =
0.05
Tratamiento A
glicerol 30 3 7,3333E7
liofilizacion 3 1,0000E8
glicerol 20 3 1,0000E8
Sig. ,070
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T1)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B C

glicerol 30 5,8333E6

glicerol 20 7,3333E7

liofilizacion 2,0000E8

Sig. 1,000 1,000 1,000
T3A

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento A B
glicerol 30 6,5000E7
glicerol 20 1,0000E8 1,0000E8
liofilizacion 1,6667E8
Sig. ,455 , 110
T3B
Subconjunto para alfa
=0.05

Tratamiento A
glicerol 20 3 8,0000E7
glicerol 30 3 1,5667E8
liofilizacion 3 1,6667E8
Sig. ,052
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T3C

Subconjunto para alfa
=0.05
Tratamiento A
glicerol 30 3 7,8333E7
glicerol 20 3 9,3333E7
liofilizacion 3 1,0000E8
Sig. ,080
T3D

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2
glicerol 30 6,6667E7

glicerol 20 9,6667E7
liofilizacion 1,0000E8
Sig. 1,000 ,923
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ANOVA de un factor para métodos a mediano plazo

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
MCR1 Inter-grupos 1,689E15 2 8,444E14 9,500 ,014
Intra-grupos 5,333E14 6 8,889E13
Total 2,222E15 8
MCR9 Inter-grupos 4,356E15 2 2,178E15 39,200 ,000
Intra-grupos 3,333E14 6 5,556E13
Total 4,689E15 8
MCR24  Inter-grupos 4,622E15 2 2,311E15 2,000 ,216
Intra-grupos 6,933E15 6 1,156E15
Total 1,156E16 8
MCR26  Inter-grupos 6,889E14 2 3,444E14 1,938 ,224
Intra-grupos 1,067E15 6 1,778E14
Total 1,756E15 8
L3A Inter-grupos 1,089E155 2 5,444E154 1,000 422
Intra-grupos 3,267E155 6 5,444E154
Total 4,356E155 8
L4B Inter-grupos 2,196E16 2 1,098E16 2,440 ,168
Intra-grupos 2,700E16 6 4,500E15
Total 4,896E16 8
L4C Inter-grupos 4,222E14 2 2,111E14 2,111 ,202
Intra-grupos 6,000E14 6 1,000E14
Total 1,022E15 8
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M2A Inter-grupos 5,689E15 2,844E15 256,000 ,000
Intra-grupos 6,667E13 1,111E13
Total 5,756E15

T1B Inter-grupos 4,188E17 2,094E17 46,644 ,000
Intra-grupos 2,693E16 4,489E15
Total 4,457E17

TiC Inter-grupos 3,473E17 1,736E17 17,230 ,003
Intra-grupos 6,047E16 1,008E16
Total 4,078E17

T1J Inter-grupos 3,289E15 1,644E15 4,000 ,079
Intra-grupos 2,467E15 4,111E14
Total 5,756E15

T3A Inter-grupos 4,942E16 2,471E16 22,240 ,002
Intra-grupos 6,667E15 1,111E15
Total 5,609E16

T3B Inter-grupos 4,682E16 2,341E16 20,260 ,002
Intra-grupos 6,933E15 1,156E15
Total 5,376E16

T3C Inter-grupos 7,482E16 3,741E16 25,127 ,001
Intra-grupos 8,933E15 1,489E15
Total 8,376E16

T3D Inter-grupos 2,956E15 1,478E15 5,542 ,043
Intra-grupos 1,600E15 2,667E14
Total 4,556E15
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Tukey

MCR1
HSD de Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2
Silica 3 6,667E7
Arcilla 3 8,667E7 8,667E7
Arena 3 1,000E8
Sig. ,090 ,269

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.

MCR9
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2

Arcilla 3 5,3333E7

Silica 3 5,3333E7

Arena 3 1,0000E8

Sig. 1,000 1,000
MCR24

Subconjunto
para alfa = 0.05

Tratamiento N 1

Silica 3 8,0000E7

Arena 3 9,3333E7

Arcilla 3 1,3333E8

Sig. 213




MCR26

Subconjunto
para alfa = 0.05
Tratamiento 1
Arcilla 8,0000E7
Silica 8,3333E7
Arena 1,0000E8
Sig. 237
L3A
Subconjunto
para alfa =0.05
Tratamiento N 1
Arcilla 3 7,0000E7
Arena 3 9,3333E7
Silica 3 2,3333E77
Sig. ,483
L4B

Subconjunto

para alfa = 0.05

Tratamiento 1

Silica 4,6667E7
Arena 9,3333E7
Arcilla 1,6667E8
Sig. 151
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L4c

Subconjunto

para alfa = 0.05

Tratamiento 1

Silica 4,6667E7
Arcilla 5,6667E7
Arena 6,3333E7
Sig. ,183
M2A

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Silica 4,6667E7

Arcilla 1,0000E8

Arena 1,0000E8

Sig. 1,000 1,000
TiB

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Silica 6,0000E7

Arcilla 9,3333E7

Arena 5,3333E8
Sig. ,821 1,000
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TicC

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Arcilla 8,0000E7

Silica 8,6667E7

Arena 5,0000E8

Sig. ,996 1,000
T1)

Subconjunto para alfa
=0.05

Tratamiento 1

Arcilla 3 3,3333E7

Silica 3 6,0000E7

Arena 3 8,0000E7

Sig. ,068
T3A

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Silica 6,0000E7

Arcilla 1,0000E8

Arena 2,3333E8
Sig. ,368 1,000
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T3B

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Arcilla 7,0000E7

Silica 9,3333E7

Arena 2,3333E8

Sig. ,694 1,000
T3C

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Arcilla 7,0000E7

Silica 7,6667E7

Arena 2,6667E8

Sig. 976 1,000
T3D

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento 1 2

Arcilla 4,3333E7

Silica 5,6667E7 5,6667E7
Arena 8,6667E7
Sig. ,603 ,140
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ANOVA de un factor general para actividad solubilizadora de fosforo

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
MCR24  Inter-grupos 991,739 5 198,348 4,614 ,014
Intra-grupos 515,900 12 42,992
Total 1507,639 17
T3A Inter-grupos 233,229 5 46,646 1,494 ,263
Intra-grupos 374,546 12 31,212
Total 607,776 17
T3C Inter-grupos 507,205 5 101,441 42,600 ,000
Intra-grupos 28,575 12 2,381
Total 535,780 17
Tukey
MCR24

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

sig.

417

Tratamiento 1 2
Glicerol 20% 3 20,0433

Liofilizacion 3 22,5367

Arcilla 3 26,6533 26,6533
Arena 3 27,8633 27,8633
Silica 3 30,5233 30,5233
Glicerol 30% 3 43,1833

,078

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.
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T3A

Subconjunto

para alfa = 0.05
Tratamiento N 1
Glicerol 30% 3 39,0167
Arena 3 44,6300
Glicerol 20% 3 45,2600
Arcilla 3 45,2600
Silica 3 46,3233
Liofilizaciéon 3 51,3633
Sig. ,145

T3C
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2 3
Glicerol 20% 3 ,4367
Silica 3 2,4667
Arcilla 3 6,8767
Arena 3 8,3733
Liofilizacién 3 13,5067
Glicerol 30% 3 15,0567
Sig. ,607 ,834 ,815
ANOVA de un factor para MCR24
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Inter-grupos 991,739 5 198,348 4,614 ,014
Intra-grupos 515,900 12 42,992
Total 1507,639 17
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Tukey MCR24

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2
Glicerol 20% 3 20,0433
Liofilizaciéon 3 22,5367
Arcilla 3 26,6533 26,6533
Arena 3 27,8633 27,8633
Silica 3 30,5233 30,5233
Glicerol 30% 3 43,1833
Sig. AL7 ,078

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

ANOVA de un factor para T3A

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 233,229 5 46,646 1,494 ,263
Intra-grupos 374,546 12 31,212
Total 607,776 17

Tukey T3A
HSD de Tukey?
Subconjunto

para alfa = 0.05

Sig.

Tratamiento N 1

Glicerol 30% 3 39,0167
Arena 3 44,6300
Glicerol 20% 3 45,2600
Arcilla 3 45,2600
Silica 3 46,3233
Liofilizacion 3 51,3633

,145

Se muestran las medias para los grupos en

los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media

armonica = 3,000.




ANOVA de un factor para T3C

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 507,205 5 101,441 42,600 ,000
Intra-grupos 28,575 12 2,381
Total 535,780 17

Tukey T3C
HSD de Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3
Glicerol 20% 3 4367
Silica 3 2,4667
Arcilla 3 6,8767
Arena 3 8,3733
Liofilizacion 3 13,5067
Glicerol 30% 3 15,0567
Sig. ,607 ,834 ,815

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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ANEXO 3

Medios de cultivo

Agar Czapek
Componente Concentracién g/L
Sacarosa 30.0g
Nitrato de sodio 20 g
Fosfato dipotasico 10 g
Sulfato de magnesio 05 g
Cloruro de potasio 05 g
Sulfato ferroso 00l1lg
Agar 150¢

Mezclar todos los componentes y adicionar agua destilada, seguido a ello medir el PH el cual se debe ajustar a un

rango de 7.3 0.2, finalmente autoclavar a (15 Ib y 1212C) por 15 minutos, servir en cajas de Petri estériles.

Agar Avena
Componente Concentracién g/L
Avena 150¢
Agar 150¢

Mezclar todos los componentes y adicionar agua destilada, seguido a ello medir el PH el cual se debe ajustara 7.0,

finalmente autoclavar a (15 lb y 1219C) por 15 minutos, servir en cajas de Petri estériles.

NBRIP

Componente Concentracion g/L
Glucosa 100 g

Fosfato tricalcico 50 g

Cloruro de magnesio hexahidratado 50 g

Sulfato de amonio 01 g

Cloruro de sodio 02 g

Sulfato de magnesio heptahidratado 025 g

Cloruro de potasio 02 g

H20 destilada 1 L

Mezclar todos los componentes y adicionar agua destilada, seguido a ello medir el pH el cual debe ajustar a 7.0.

En caso de ser sélido afiadir agar-agar segun las especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 |b y 1212C)

y servir en Erlenmeyer o cajas de Petri estériles. EIl medio NBRIP puede ser modificado afiadiendo azul de

bromofenol (BPB) a una concentracion de 0.025 mg/mL, designado al medio NBRIP—BPB.
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ANEXO 4

Morfologia inicial de Transferencia periddica
Macroscopia

Microscopia

MCR1

Color anverso: Marron claro a oscuro. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrdn oscuro, no
presenta pigmento difusible al medio.

Conidios sueltos en alta cantidad.

Micelio vegetativo sin fragmentar, tortuoso.

MCR9

Color anverso: Marron claro. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrén oscuro, no

presenta pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado, tortuoso,
cadenas sencillas de conidios.

MCR24

Color anverso: Blanco. Textura: Pulverulenta.
Color reverso: Blanco a amarillo. Pigmento
difusible al medio: Amarillo palido.

Micelio vegetativo no fragmentado, tortuoso,
conidios sencillos en alta cantidad.

56



MCR26

Color anverso: Marrén claro. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrén claro, no
presenta pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo sin fragmentar, tortuoso y
en espiral.

L3A

Color anverso: Blanco. Textura: Seca compacta.
Color reverso: Blanco, no presenta pigmento
difusible al medio.

Ausencia de micelio, cadenas largas de conidios.

L4B

Color anverso: Blanco a gris. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Gris, no presenta
pigmento difusible al medio.

Poco micelio, cadenas cortas de conidios, pocos
conidios en forma bacilar.
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LAC

Color anverso: Blanco a gris. Textura: Correosa.
Color reverso: Gris oscuro, no presenta
pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado, cadenas
cortas de conidios, los cuales se observan
sueltos en forma bacilar.

M2A

f".

Color anverso: Blanco. Textura: Pulverulenta.
Color reverso: Blanco no presenta pigmento
difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado, cadenas
largas de conidios no fragmentados.

T1B

Color anverso: Blanco a marrén claro. Textura:
Correosa. Color reverso: Marrén claro, no
presenta pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado, tortuoso.
Cadenas sencillas de conidios.
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T1C

pigmento difusible al medio.

Color anverso: Blanco a gris. Textura: Correosa,
pulverulenta. Color reverso: Gris, no presenta

Micelio vegetativo no fragmentado, no
tortuoso, cadenas largas de conidios.

T1J

Color anverso: Blanco. Textura: Pulverulenta.
Color reverso: Blanco, no presenta pigmento
difusible al medio.

Micelio vegetativo sin fragmentar, tortuoso.
Conidios en poca cantidad.

T3A

Color anverso: Gris oscuro. Textura: Correosa.
Color reverso: Marrdon oscuro, no presenta
pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado, cadenas
cortas de conidios, los cuales se observan en alta
cantidad en forma bacilar.
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presenta pigmento difusible al medio.

Color anverso: Blanco a marron claro. Textura:
pulverulenta. Color reverso: Marrén claro, no | Cadenas sencillas de conidios.

Micelio vegetativo no fragmentado, tortuoso.

T3C

Color anverso: Marrdn claro, textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrén oscuro, no
presenta pigmento difusible al medio

Micelio vegetativo no fragmentado, tortuoso.
Cadenas cortas de conidios.

T3D

Color anverso: Blanco textura: Pulverulenta.
Color reverso: Blanco, no presenta pigmento
difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado, escaso,
tortuoso, cadenas sencillas de conidios, los
cuales se observan en forma bacilar.
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Morfologia final de Transferencia periddica

Macroscopia

Microscopia

MCR1

Color anverso: Café-crema claro. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrdn oscuro. Sin
pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo sin fragmentar, conidios
simples sueltos en gran cantidad.

MCR9

Color anverso: Café-crema. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrdn oscuro. Sin
pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo sin fragmentar, tortuoso con
conidios sueltos.

MCR24

Color anverso: Gris. Textura: Pulverulenta, seca.
Color reverso: Amarillo claro. Pigmento
difusible al medio: Amarillo palido.

Micelio vegetativo no fragmentado, tortuoso,
conidios simples.
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MCR26

Color anverso: Marron claro. Textura: Seca.
Color reverso: Marrén claro, Sin pigmento
difusible al medio.

Micelio vegetativo sin fragmentar, tortuoso en
espiral.

L3A
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Color anverso: Blanco grisaceo. Textura: Seca
compacta. Color reverso: Blanco. Sin pigmento
difusible al medio.

Ausencia de micelio, cadenas cortas de conidios.

L4B

Color anverso: Blanco grisaceo. Textura:
Pulverulenta, seca. Color reverso: Gris. Sin
pigmento difusible al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado con cadenas
cortas de conidios retinaculaperti.
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L4c

Color anverso: Blanco. Textura: Correosay seca.
Color reverso: Gris medio. Sin pigmento
difusible al medio.

Poco micelio, fragmentado, con conidios
sueltos.

M2A

Color anverso: Blanco. Textura: Pulverulenta.
Color reverso: Blanco, sin pigmento difusible al
medio.

Cadenas largas de conidios, micelio vegetativo
sin fragmentar.

T1B

Color anverso: Blanco crema. Textura: Seca
correosa. Color reverso: Café claro. Sin
pigmento difusible al medio

Micelio vegetativo no fragmentado, cadenas
largas de conidios con pocos conidios libres.
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T1C

Color anverso: Blanco. Textura: Pulverulenta.
Color reverso: Gris claro. Sin pigmento difusible
al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado con cadenas
largas de conidios y presencia de conidios
sencillos.

T1J

Color anverso: Café. Textura: Lisa. Color
reverso: Café claro. Sin pigmento difusible al
medio

Micelio vegetativo no fragmentado, baja
presencia de conidios y cadenas cortas de
conidios.

T3A

Color anverso: Gris oscuro. Textura: Correosa y
seca. Color reverso: Gris, sin pigmento difusible
al medio.

Micelio vegetativo no fragmentado con cadenas
cortas de conidios y conidios sencillos en baja
cantidad.
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T3B

Color anverso: Café claro. Textura:
Pulverulenta. Color reverso: Marrén claro,
pigmento difusible al medio: no presenta.

Micelio vegetativo sin fragmentar, tortuoso con
cadenas sencillas de conidios.

T3C

Color anverso: Gris claro. Textura: Pulverulenta.

Color reverso: Blanco, sin pigmento difusible al
medio

Micelio vegetativo no fragmentado, presenta
conidios sencillos.

T3D

Color anverso: Blanco. Textura: Pulverulenta.
Color reverso: Blanco, pigmento difusible al

Micelio vegetativo no fragmentado, escaso,
tortuoso, cadenas sencillas de conidios, los

medio: no presenta.

cuales se observan de forma bacilar.
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ANEXO 5

PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR EL FOSFORO SOLUBLE POR LA TECNICA DE AZUL DE FOSFOMOLIBDENO-
Analogo al protocolo de la EPA N2 365.2.

Preparacidn solucién stock de fésforo soluble:

Disolver en agua destilada 0,2197 g de fosfato dihidrégeno de potasio (KH2P0O4) previamente secado en un horno

a 105°C, diluir la solucién a 1000 mL; 1 mL: 0,05 mg de fdsforo.

Preparacidn solucién estandar de fésforo soluble:

Diluir 10 mL de la solucién stock de fésforo soluble a 1000 mL de agua destilada; 1 mL: 0,5 pg de fésforo.
Preparacidn de las soluciones con concentracién conocida:

Empleando la formula V1 x C1 = V2 x C2 se prepararon soluciones de concentraciones conocidas (g/L) con un

volumen final de 50 mL a partir de la solucién estdndar de fésforo soluble; con el fin de realizar la curva de

calibracion.
Volumen de solucién Volumen de Agua
Concentracién mg/L
estandar de P soluble (mL) Destilada (mL)
0,00 0 50
0,01 1 49
0,03 3 47
0,05 5 45
0,10 10 40
0,20 20 30
0,30 30 20
0,40 40 10
0,50 50 0

(Prada-Salcedo 2013)
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Representacion grafica

Curva Patrén Fésforo
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -

£
§ 0,2 y = 0,6886x - 0,0123
2

8 015 R2 = 0,9935
Ke)
< 01

0,05

O T T T T 1
0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6

-0,05
Concentracion (ppm)

Determinacion de fosforo soluble mediante el método de Azul de fosfomolibdeno por el Test Spectroquant de

Merck®:

En un tubo de vidrio se siguid el protocolo del fabricante adicionando 5 mL de sobrenadante obtenido a partir de
la muestra, el reactivo 1 (iones molibdato en solucién sulfurica) y el reactivo 2 (acido ascorbico), esta mezcla se
agito vigorosamente hasta que el reactivo disolvio completamente. Esta solucién se dejé reposar durante 5
minutos (Tiempo de reaccidn, en que se debe visualizar una coloracién azul). Posteriormente, se realizé la lectura
en el espectrofotémetro a 880 nm, ajustando el cero de absorbancia tomando como blanco de prueba los
reactivos sin concentraciéon de ortofosfato; finalmente, se reporté el fosfato soluble extrapolando las absorbancias

a través de la curva patrén (Prada-Salcedo 2013).
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ANEXO 6

ANALISIS DE COSTOS

Insumos

Costo (COP)

Glicerol (1000 mL)

Puntas azules (caja por 1000 UNDS)
Kit Spectroquant Merk®

Cajas Petri (UND)

Alcohol Industrial (Galén)
Eppendorff de 1,5 mL (1000 UNDS)
Puntas amarillas (caja por 1000 UNDS)
Agar-Agar (500 g)

Agar Czapek (500 g)

Avena Molida ( 500 g)

Viales de 50 mL (360 UNDS)

Celdas de cuarzo de 3 mL (4 UNDS)
Jeringas 3 mL (100 UNDS)

Cajas plasticas (500 UNDS)

Cajas de criopreservacion de colores (4 UNDS)
Silica gel (1000 g)

Parafilm

Viales ambar 2mL (290 UNDS)
Tapas y grafas (290 UNDS)
Incubadora

Cabina de flujo laminar

Autoclave

Horno

Balanzas

Centrifuga

Liofilizador

Freezer (-180°C)

Congelador ( -20°C)

Refrigerador (-4°C)
Espectofotometro

Tubos tapa rosca 13 x 100 mm (1 UND)
Arcilla

Gradilla Plastica

Fiolas 50 mL (1UND)

Schott 1000 mL

Probeta 250 mL

Shaker

Papeleria

Micropipetas (0,5-10uL;10 -100uL; 100-1000pL)

199.000
35.000
479.600
2.250
15.000
46.000
24.000
176.132
166.000
2.586
248.000
1.400.000
27.300
100.000
72.000
133.000
60.000
185.000
90.000
4.000.000
3.600.000
3.800.000
1.200.000
600.000
1.500.000
30.000.000
15,000.000
8,000.000
1,000.000
1,600.000
1.800
20.000
38.000
9.000
22.000
67.500
13.000.000
100.000
500.000
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Skim Milk (500 g)

78.000

Total Insumos

87.597.168
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Liofilizacion

Insumos Costo (COP)
Puntas azules (caja por 143
UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)
Puntas amarillas (caja por
143 UNDS) 3.432
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)
Jeringas 3 mL (115 UNDS) 31.395
Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Parafilm 60.000
Viales dmbar. 66.982
2mL (105 UNDS)
Tapas y grafas (105 UNDS) 32.586
Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Autoclave 3.800.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Liofilizador 30.000.000
Refrigerador (-4°C) 1,000.000
Espectofotémetro 1,600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100
mm (27 UNDS) 48.600
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10uL;10 -
100pL; 100-1000uL) 500.000
Skim Milk (162g) 25.272
Probeta 250 mL 67.500
Total 59.750.766

Insumos

Costo (COP)

Glicerol (10.6 mL)

2.110
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Glicerol al 20%

Puntas azules (caja por 143

UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)

Puntas amarillas (caja por 143

UNDS) 3.432
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)

Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Cajas de criopreservacion de 36.000
colores (2 UNDS)

Parafilm 60.000
Eppendorff de 1,5 mL (105 4.830
UNDS)

Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Autoclave 3.800.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Congelador ( -20°C) 8.000.000
Espectofotometro 1.600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100 mm

(27 UNDS) 48.600
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10uL;10 -

100uL; 100-1000uL) 500.000
Probeta 250 mL 67.500
Total 39.237.471
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Glicerol al 30%

Insumos Costo (COP)
Glicerol (15.90 mL) 3.165
Puntas azules (caja por 143
UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)
Puntas amarillas (caja por 143
UNDS) 24.000
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)
Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Cajas de criopreservacion de 36.000
colores (2 UNDS)
Parafilm 60.000
Eppendorff de 1,5 mL (105 4.830
UNDS)
Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Autoclave 3.800.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Freezer (-180°C) 15.000.000
Espectofotometro 1.600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100 mm
(27 UNDS) 48.600
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10uL;10 -
100pL; 100-1000uL) 500.000
Probeta 250 mL 67.500
Total 46.254.094
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Arena

Insumos Costo (COP)
Puntas azules (caja por 143
UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)
Puntas amarillas (caja por 143
UNDS) 24.000
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Viales de 50 mL (105 UNDS) 72.333
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)
Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Parafilm 60.000
Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Autoclave 3.800.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Refrigerador (-4°C) 1.000.000
Espectofotometro 1.600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100 mm
(27 UNDS) 48.600
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10puL;10 -
100pL; 100-1000uL) 500.000
Probeta 250 mL 67.500
Total 32.287.432
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Arcilla

Insumos

Costo (COP)

Puntas azules (caja por 143

UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)

Puntas amarillas (caja por 143

UNDS) 24.000
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Viales de 50 mL (105 UNDS) 72.333
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)

Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Parafilm 60.000
Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Horno 1.200.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Refrigerador (-4°C) 1.000.000
Espectofotometro 1.600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100 mm

(27 UNDS) 48.600
Arcilla 20.000
Silica (210 g) 27.930
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10uL;10 -

100pL; 100-1000pL) 500.000
Probeta 250 mL 67.500
Total 29.735.362
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Silica Gel

Insumos

Costo (COP)

Puntas azules (caja por 143

UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)

Puntas amarillas (caja por 143

UNDS) 24.000
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Skim Milk (162 g) 25.272
Viales de 50 mL (105 UNDS) 72.333
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)

Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Parafilm 60.000
Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Autoclave 3.800.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Refrigerador (-4°C) 1.000.000
Espectofotometro 1.600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100 mm

(27 UNDS) 48.600
Silica (525 g) 69.825
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10uL;10 -

100pL; 100-1000pL) 500.000
Probeta 250 mL 67.500
Total 32.382.529
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Transferencia Periddica

Insumos

Costo (COP)

Puntas azules (caja por 143

UNDS) 5.000
Kit Spectroquant Merk® 479.600
Cajas Petri ( 135 UNDS) 337.500
Alcohol Industrial (0.38 5.791
Galdnes)

Puntas amarillas (caja por 143

UNDS) 24.000
Agar-Agar (13.5 g) 4.755
Agar Czapek (22.54 g) 7.483
Avena Molida (13.5 g) 70
Celdas de cuarzo de 3 mL(4 1.400.000
UNDS)

Cajas plasticas (59 UNDS) 11.800
Parafilm 60.000
Incubadora 4.000.000
Cabina de flujo laminar 3.600.000
Autoclave 3.800.000
Balanzas 600.000
Centrifuga 1.500.000
Refrigerador (-4°C) 1.000.000
Espectofotometro 1.600.000
Tubos tapa rosca 13 x 100 mm

(27 UNDS) 48.600
Gradilla Plastica 38.000
Fiolas 50 mL (9 UND) 81.000
Schott 1000 mL (2 UND) 44.000
Shaker 13.000.000
Micropipetas (0,5-10uL;10 -

100pL; 100-1000pL) 500.000
Probeta 250 mL 67.500
Total 32.215.099
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Insumos Consumido

Costo (COP)

Glicerol (26,5 mL)

Puntas azules (1001 UNDS)

Kit Spectroquant Merk®

Cajas Petri (945 UNDS)

Alcohol Industrial 2,7 Galénes
Eppendorff de 1,5 mL (210 UNDS)
Puntas amarillas (1001 UNDS)
Agar-Agar (94,5 g)

Agar Czapek (157,178 g)

Avena Molida (94,5 g)

Viales de 50 mL (315 UNDS)
Celdas de cuarzo de 3 mL (4 UNDS)
Jeringas 3 mL (115 UNDS)

Cajas plasticas (413 UNDS)

Cajas de criopreservacion de colores (4 UNDS)
Silica gel (735 g)

Parafilm

Viales ambar 2mL (105 UNDS)
Tapas y grafas (105 UNDS)
Incubadora

Cabina de flujo laminar
Autoclave

Horno

Balanzas

Centrifuga

Liofilizador

Freezer (-180°C)

Congelador ( -20°C)

Refrigerador (-4°C)
Espectofotdmetro

Tubos tapa rosca 13 x 100 mm (189 UNDS)
Arcilla

Gradilla Plastica (7 UNDS)

Fiolas 50 mL (63 UNDS)

Schott 1000 MI (14 UNDS)
Probeta (250 mL)

Shaker

Papeleria

Micropipetas (0,5-10uL;10 -100uL; 100-1000uL)

Skim Milk ( 324 g)

5.275
35.000
479.600
2.362.500
40.540
9.660
24.024
33.285
52.381
490
216.999
1.400.000
31.395
82.600
72.000
97.755
60.000
66.982
32.586
4.000.000
3.600.000
3.800.000
1.200.000
600.000
1.500.000
30.000.000
15,000.000
8,000.000
1,000.000
1,600.000
340.200
20.000
266.000
567.000
308.000
67.500
13.000.000
100.000
500.000
50.544
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Total Insumos Consumidos

90.622.316
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