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ARTICULO DE INVESTIGACION

Métodos de conservacion para actinobacterias
con actividad solubilizadora de fésforo

Preservation methods for actinobacterias
with phosphate solubilizing activity

. . ¥ . * % . . * % % * KK K*
Tatiana Ortiz", Valeria Ocampo™ ", Luis Daniel Prada™ ", Marcela Franco-Correa

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.47683

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar diferentes métodos de conservacion para actinobacterias solubilizadoras de
fosforo debido a la poca informacion de métodos especificos reportados para estos microorganismos. Los métodos de
conservacion se evaluaron a 3 diferentes periodos de tiempo; largo, mediano y corto plazo, usando métodos de congela-
cion y liofilizacion; arcilla, silica, arena y transferencia periddica, 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 solucion salina al 0,85% (p/v) y se ajustaron
a una concentracion de 10% cel/mL, seguido a ello se inocularon los viales de cada método de conservacién con sus
respectivos crioprotectantes, glicerol 20% (v/v), 30% (v/v) para congelacion y skim milk 18% (p/v) para liofilizacion. Los
métodos a mediano plazo se ejecutaron de igual manera, el in6culo se agregd a 10 perlas de arcilla, 10 g de arenay 5 g de
silica, posteriormente se almacenaron a 4 °C. El método de corto plazo se evalué en agar avena (15 g/L). La evaluacién se
realiz6 mediante recuento directo en camara de Neubauer por la técnica de azul de tripan, ademas de la caracterizacion
macroscépica y microscopica de cada aislamiento en transferencia periédica. Se establecio que la actividad solubilizadora
de fosforo se mantuvo mas estable en los métodos de glicerol 30 % (p/v) y liofilizacion segdn el andlisis estadistico.

Palabras clave: viabilidad, crioprotectantes, banco, liofilizacién, crioconservacion.

Abstract

The aim of this research was to evaluate different methods of preservation for actinobacteria with phosphate solubilization
activity due to there are a few specific methods reported for these organisms. The methods were evaluated at three diffe-
rent time periods; long, medium and short-term and employing methods as cryopreservation and dry-freezing; clay, silica
and sand; and periodically plating, respectively. Therefore 15 isolates from 3 different locations (La Vega, Mani and Tota)
and a bank reference from Livestock Research Unit of the Pontificia Universidad Javeriana were used. All inocula were
prepared in 0.85% saline solution (w/v) which were adjusted to a concentration of 108 cells/mL, followed each vial was
inoculated with their respective storage cryoprotectants , glycerol 20% (v/v), 30% (v/v) to freeze and 18% skim milk (w/v)
for dry-freezing. Medium-term methods were performed similarly; the inoculum was added to 10 clay beads, 10 g of sand
and 5 g of silica and then stored at 4 °C. The short-term method was evaluated in oatmeal agar (15 g/L). The evaluation was
performed by direct counting in a Neubauer chamberusing trypan blue staining technique, in addition to macroscopic and
microscopic characterization of each isolate in periodic plating. It was established that the phosphorus solubilizing activity
was more stable in glycerol 30% (w/v) and lyophilization for statistical analysis.

Keywords: viability, cryoprotectants, bank, dry-freezing, cryopreservation.
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Introduccién

Para la eleccion de un método de conservacion se de-
ben tener en cuenta cuatro aspectos fundamentales:
mantener el 70% de las células viables, la pureza, la es-
tabilidad genética al final de la conservacién de los ais-
lamientos (Garcia & Uruburu, 2001) y los costos que
implica el proceso (Parra et al., 2006). Existen diversos
métodos de conservacion entre los que se encuentran
congelacion vy liofilizacion; silica gel, arcilla y arena; y
transferencia periddica, clasificindose segun el tiempo
en largo, mediano y corto plazo respectivamente. Es
necesario entonces, encontrar métodos que permitan
la conservaciéon de microorganismos que presentan
caracteristicas de gran interés, como produccién de
metabolitos secundarios o en este caso la solubiliza-
cion de fosforo.

El fosforo es un macronutriente esencial para el de-
sarrollo de las plantas, sin embargo no se encuentra
frecuentemente en formas disponibles en el suelo, por
lo cual las plantas no pueden usarlo para su desarrollo.
Existen diversas formas de transformar fosforo no dis-
ponible, en formas disponibles como la solubilizacién
mediante la produccion de acidos organicos la cual
libera fosforo inorganico como ortofosfatos, que pue-
den ser asimilados por las plantas para su crecimiento.
Existen diferentes microorganismos capaces de solubi-
lizar f6sforo como las actinobacterias, bacterias Gram
positivas filamentosas, ampliamente distribuidas en
distintos tipos de ambientes como el suelo y agua,
aunque también se pueden encontrar en el hombre;
son microorganismos heterétrofos, aerobios y su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 - 30°C
(Franco, 2008), sin embargo, se han reportado pocos
métodos de conservacion para actinobacterias, por lo
tanto el objetivo de este trabajo es definir un método
adecuado de conservacién para actinobacterias que
presenten actividad solubilizadora de fésforo.

Metodologia

Se seleccionaron 15 aislamientos (Prieto et al.,, 2015)
de la Unidad de Investigaciones Agropecuarias de la
Pontificia Universidad Javeriana para el estudio, las
cuales presentaron actividad solubilizadora de fésforo
segln Prada, Prieto & Franco (2014).

Métodos de largo plazo (7 afio de conservacion)

Liofilizacion

Se us6 un liofilizador LABCONCO FREEZE DRY SISTEM
/ FREE ZONE 4.5 el cual se mantuvo una temperatura
de -50°C, se usaron viales con una capacidad volumé-
trica de 2,5 mL y como crioconservante Skim Milk al
18% (p/v), se prepararon in6culos en solucion salina al
0,85% (p/v) a una concentracién de10® cel/mL (Gar-
cia & Uruburu, 2001). Para ello se realizaron recuentos
en camara de Neubauer, efectuando una tincién de

viabilidad con azul de tripan al 0,05% para evidenciar
las células vivas de células muertas (Cardona et al,
2005). Finalmente, el in6culo con el crioconservante
se ajustdé en una proporcion 1:1 y se almacenaron a
una temperatura de 4°C (Garcia & Uruburu, 2001).
Para su reactivaciéon se tomaron 0,5 mL de solucién
salina con una jeringa de 3 mL y se agregaron al li6filo
homogenizando la solucién, posteriormente se realizo
el recuento en camara de Neubauer para determinar
la viabilidad y una tincion de Gram para confirmar la
pureza.

Congelacion

Para llevar a cabo el proceso se utilizaron crioviales de
1,5 mL, para ello se prepararon dos soluciones de gli-
cerol en agua destilada: glicerol al 20% (p/v) y glicerol
al 30% (p/v), seguido a ello se prepararon los indculos
en solucion salina al 0,85% (p/v) realizando recuento
en camara de Neubauer, por dltimo el inéculo mas
el crioconservante se ajusté en una proporcion 1:1,
luego de esto se guardaron los crioviales de glicerol al
20% (p/v) a una temperatura de -20°C y los de glicerol
al 30% (p/v) a una temperatura de -80°C (Perry, 1998).
Para su reactivacion se tomé un criovial de cada una
de las concentraciones y se realizé el recuento directo
en cadmara como se menciond anteriormente.

Métodos de mediano plazo
(6 meses de conservacion)

Arena estéril

Es un sustrato el cual se ha estudiado para conserva-
cion de hongos especificamente patégenos (Nakaso-
ne et al, 2004), sin embargo, en este estudio se probo
con actinobacterias, para ello se tomaron 10 g de are-
na 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 camara ajustando
el in6culo como se reporté anteriormente. Se tomé
1 mL del inéculo y se agregé a 10 g de arena estéril
para almacenarlos a una temperatura de 4°C (Garcia
& Uruburu, 2001). Para su reactivacion se tomé 1 g de
la muestra y se agregé a 9 mL de solucion salina, se
realizé un recuento directo en camara.

Silica gel

Se tomaron 5 g de Silica y se introdujeron en viales con
capacidad de 50 mL, se esterilizaron a 180°C durante
90 min, finalmente se dejaron enfriar y se colocaron
en una bandeja con hielo durante 24 horas (Perkins,
1962) (Nakasone et al., 2004); posteriormente se rea-
liz6 el recuento en cdmara de Neubauer para ajustar
la concentracion del in6culo. Se agregaron 0,7 mL del
inoculo a 5 g de Silica y se almacenaron a 4°C (Garcia
& Uruburu, 2001). Para la reactivacion se tomé 1 g de
Silica y se realiz6 un recuento directo en camara.

Métodos de conservacién para actinobacterias
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Arcilla

Se tomaron 3 g de Silica y se colocaron en un vial de
50 mL, seguido a ello se colocé algodon sobre la Silica.
En otro vial se colocaron 10 perlas de arcilla y se man-
daron a esterilizar con calor seco a 180°C durante 2
horas. Por otra parte se realizo el recuento en camara
de Neubauer para ajustar la concentracion del inéculo,
posteriormente se colocaron las perlas de arcilla en el
inoculo durante 5 minutos en condiciones de esterili-
dad, luego se colocaron las perlas de arcilla previamen-
te inoculadas en el vial que contiene la Silica, se sellaron
y se almacenaron a 4°C (Garcia & Uruburu, 2001). Para
su reactivacion se tomaron todas las perlas de cada vial
y se realizé un recuento directo en cdmara.

Método de corto plazo

Transferencia periodica

Es el método mas simple y mas utilizado para la con-
servacion a corto plazo de bacterias, consiste en la
transferencia periddica del cultivo en un medio liquido
o sélido y su incubacién a temperatura adecuada has-
ta la obtencion del crecimiento (Freire & Sato, 1999),
para ello se sembraron en agar avena (Correa, 2008)
los aislamientos de actinobacterias con actividad solu-
bilizadora de fé6sforo incubandolas a 25 °C, a los 8 dias
se realiz6 caracterizacion macroscopica y microscopi-
ca de cada uno. Este procedimiento se repiti6 men-
sualmente durante 4 meses.

Cuantificacion de la actividad solubilizadora
de fosforo

Se tomé un Erlenmeyer de 100 mL al cual se le adi-
cionaron 18 mL de medio NBRIP con fosfato tricalcico
(Cas3(POs4)2) en una concentracion de 5g/1 como fuente
de fosforo insoluble y 2 mL de in6culo ajustado a una
concentracion de (108 cel/mL), seguido a ello se incuba-
ron a 23°Cy 120 rpm durante 5 dias. Luego del tiempo
de incubacién, cada una de las muestras se llevé a cen-
trifugar por 15 minutos a 5000 rpm, posteriormente se
tomo el sobrenadante y se realizé la cuantificacion de
la actividad solubilizadora de fésforo de los aislamien-
tos que presentan mayor solubilizacion segun lo esta-
blecido por Prada, Prieto & Franco (2014) las cuales son
Streptomyces MCR24, Streptomyces T3A 'y Streptomyces
T3C; este proceso se realizé por triplicado; la cuantifica-
cion se realizo con el test SPECTROQUANT de Merck®
(Murphy & Riley, 1962) efectuando lo propuesto por el
protocolo 365.2 de la EPA Phosphorous, All forms (co-
lorimetric, ascorbic acid and single reagent, midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 880 nm). Para el
desarrollo de esta prueba se preparé una curva patrén
cuya solucion estandar fue 0.01 mg de P (KH2PO4)/mL.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante una prueba de
varianza simple (ANOVA) y una prueba de Tukey para

comparacion de medias con un a de 0,05. Se realiza-
ron tres réplicas por ensayo. Como herramienta infor-
matica se utiliz6 el programa SPS 11,0 para software
de Windows®.

Analisis de costos

La estimacion de los costos de la investigacion se
realiz6 mediante la sumatoria de todos los insumos y
materiales usados por cada tratamiento evaluado, a su
vez se incluy6 el costo de un operario. Cada uno de
los valores presentados en la tabla 4 implica un banco
de conservacion equivalente a 100 unidades por cada
método.

Resultados

Se seleccionaron los mejores aislamientos con activi-
dad solubilizadora de fésforo de la Unidad de Inves-
tigaciones Agropecuarias de la Pontificia Universidad
Javeriana, segun los resultados obtenidos por Franco
(2008) y Prada, Prieto & Franco (2014); dichos aisla-
mientos se sometieron a siete diferentes tratamientos
de conservacion divididos en largo, mediano y corto
plazo.

Para evaluar la viabilidad de cada uno de los aislamien-
tos en los diferentes métodos de conservacion se llevo
a cabo un recuento directo en camara de Neubauer
(Cardona et al., 2005) y se realizé un andlisis de varian-
za (ANOVA) de un factor con un a del 0,05, posterior-
mente se hizo una prueba de comparacion de medias
de Tukey para determinar el mejor método a largo y
mediano plazo de cada uno de los aislamientos como
se observa en las tablas 1y 2. La comparacién de me-
dias se realiz6 entre cada uno de los aislamientos.

En cuanto al método de corto plazo, transferencia
periddica, se realizaron caracterizaciones morfolé-
gicas en las cuales se evidencié que ninguno de los
aislamientos presentaron cambio alguno durante el
transcurso del tiempo, sin embargo la actividad solubi-
lizadora de fésforo fue baja obteniendo resultados de
9,05 a 20,84 ppm para los aislamientos seleccionados
en comparacion con los valores obtenidos por Prada,
Prieto & Franco (2014).

Para evaluar la actividad solubilizadora de fosforo se
tomaron 3 aislamientos de actinobacterias que pre-
sentaron la mayor actividad solubilizadora (396 vy
526 ppm) en estudios previamente realizados (Strep-
tomyces MCR24, Streptomyces T3A y Streptomyces
T3C) (Prada et al., 2014). Mediante un andlisis de va-
rianza ANOVA de un factor, con un a de 0,05 y poste-
riormente una prueba de Tukey se determiné el mejor
método de conservacion relacionado con la preserva-
cion de la actividad para cada uno de los aislamientos.
En la tabla 3, se observan los diferentes tratamientos
evaluados y la concentracion de fésforo soluble en
ppm de cada aislamiento. Los resultados demostraron
que para Streptomyces MCR24 existen diferencias es-
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Tabla 1. Viabilidad obtenida a partir de los métodos de conservacién a largo plazo para los aislamientos de actinobacterias al

inicio y al final de la evaluacién*

Promedios | Promedios Promedios PZL";:C‘:?S Promedios Promedios de
Aislamientos ‘?e. Rto. .d?.Rd(.), %.V iabi- de R cto. Glicerol X c:/n. de R <to- | Reto Glicerol | . c:/o.
Inlc::ngceI/ Ll(()cf::;::.:;m lidad (CI:;;:::_) 20% Viabilidad (CI:;;:::_) 30% (cel/mL) Viabilidad
(cel/mL)
Streptomyces MCR1 9,000 7,799a 87 9,000 7,633a 85 9,000 8,204b 91
Streptomyces MCR9 8,602 8,114b 94 9,000 8,477¢c 94 8,602 7,146a 83
Streptomyces MCR24 8,477 8,000a 94 8,845 8,114a 92 8,477 7,845a 93
Streptomyces MCR26 8,301 7,954a 96 8,778 7,968a 91 8,301 8,964b 108
Kitasatospora L3A 8,903 7,982b 90 9,000 8,301c 92 8,903 6,863a 77
Streptomyces L4B 8,301 7,968b 96 8,954 8,000b 89 8,301 6,820a 82
Streptomyces L4C 9,000 8,000a 89 8,699 7,982a 92 9,000 8,477b 94
Streptacidiphilus M2A 9,000 7,602b 84 8,000 7,724b 97 9,000 6,833a 76
Streptomyces T1B 9,000 7,968a 89 9,000 8,000a 89 9,000 7,881a 38
Streptomyces T1C 9,000 8,000a 89 9,000 8,000a 89 9,000 7,863a 87
Streptomyces T1) 8,301 8,301c 100 8,000 7,863b 98 8,301 6,763a 81
Streptomyces T3A 9,301 8,204b 88 9,000 8,000ab 89 9,301 7,813a 84
Streptomyces T3B 9,000 8,204b 91 9,000 7,903a 88 9,000 8,176b 91
Streptomyces T3C 9,000 8,000a 89 9,000 7,968a 89 9,000 7,892a 38
Streptomyces T3D 8,301 8,000b 89 8,778 7,982b 91 8,301 7,820a 94

*

Comparacién entre aislamientos para el mismo tratamiento, los métodos de conservaciéon mas efectivos para cada aislamiento se presentan en

negrilla. Segun la agrupacion de medias de Tukey, cada letra (a, b 6 c) correspondiente a los grupos formados por la prueba de comparacién de

medias con un o de 0,05

tadisticamente significativas en cuanto a los métodos
de conservacion evaluados siendo glicerol 30% (p/v)
el mejor tratamiento, Streptomyces T3A no presenta
diferencias significativas ya que los datos presentaron
un comportamiento similar, sin embargo, se eligi6 la
media mas alta la cual corresponde al tratamiento de
liofilizacion. Streptomyces T3C muestra que hay dife-
rencias significativas entre los métodos, dénde liofiliza-
cion y glicerol (30%) fueron los métodos que tuvieron
mejor efecto en el mantenimiento de la actividad fisio-
l6gica de interés que fue la solubilizacién de fésforo
(tabla 3).

En la tabla 4 se observan algunos valores resaltados en
negrilla, los cuales indican en la viabilidad y actividad
solubilizadora de fosforo los valores mas altos; y en
costos, los valores mds bajos o mas econémicos por
cada tratamiento.

Discusion de resultados

Debido a la gran variedad que presentan los microor-
ganismos no se ha reportado un método 6ptimo de
conservacion para éstos en general, incluso para un
grupo particular de microorganismos como las actino-
bacterias, estas bacterias son conocidas por su impor-

tancia biotecnoldgica y biolégica en diversos campos,
hecho relacionado con su alta diversidad metabélica y
presencia en diversidad de nichos ecolégicos (Franco
& Chavarro, 2016). Aun asi, son limitadas las investiga-
ciones relacionadas con la forma de almacenamiento
de los miembros de este grupo, por lo cual de manera
comun se hace uso de los métodos de conservacion
de otros grupos bacterianos para preservarlos. En mu-
chas ocasiones esto puede funcionar, pero no es ido-
neo generalizar ni someter estos microorganismos a
las mismas condiciones de conservacion que los otros
filum, debido a que este grupo presenta caracteristicas
fenotipicas, fisiologicas y genéticas propias que hacen
posible determinar un adecuado método de conser-
vacion. Ademas, la conservacion de las actinobacte-
rias tiene como objetivo mantener sus caracteristicas
originales por las cuales fueron seleccionadas, lo que
no siempre es posible pues se han reportado frecuen-
temente re-arreglos génicos asi como otros mecanis-
mos genéticos (transferencia horizontal de genes) que
pueden modificar las caracteristicas deseables durante
sus periodos de almacenamiento, hecho que se apre-
cia en algunas ocasiones fenotipicas y especialmente
por cambios de caracteres morfologicos (Leblond et
al, 1990), (Birch et al, 1990), (Ventura et al., 2007).

Métodos de conservacién para actinobacterias
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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 evaluacién*

Promedios | Promedios Promedios Promedios Promedio Promedio
Aislamientos de Rcto. de Rcto % Viabi- de Rcto. de Rcto % Viabi- de Rcto. de Rcto % Viabili-
Inicial (cel/ | Arcilla (cel/ lidad Inicial (cel/ | Arena (cel/ lidad Inicial (cel/ Silica (cel/ dad
mL) mL) mL) mL) mL) mL)

Streptomyces MCR1 8,477 7,903ab 93 8,000 8,000b 100 8,000 7,778a 97
Streptomyces MCR9 8,301 7,699a 93 8,000 8,000b 100 8,000 7,699a 96
Streptomyces MCR24 8,000 8,000a 100 7,477 7,954a 106 7,477 7,845a 105
Streptomyces MCR26 8,602 7,903a 92 8,602 8,000a 93 8,602 7,903a 92
Kitasatospora L3A 8,301 7,845a 95 8,477 7,954a 94 8,477 7,845a 93
Streptomyces L4B 7,477 8,000b 107 7,477 7,954ab 106 7,477 4,602a 62
Streptomyces L4C 8,301 7,699a 93 7,301 7,778a 107 7,301 7,602a 104
Streptacidiphilus M2A 8,477 8,000b 94 8,602 8,000b 93 8,602 7,602a 88
Streptomyces T1B 7,903 8,477b 107 8,301 8,699c 105 8,301 7,778a 94
Streptomyces T1C 8,602 7,845a 91 7,301 8,699b 119 7,301 7,903a 108
Streptomyces T1) 8,477 7,477a 88 7,301 7,903a 108 7,301 7,778a 107
Streptomyces T3A 8,000 8,000b 100 8,602 8,301c 97 8,602 7,778a 90
Streptomyces T3B 8,301 7,845a 95 7,301 8,301b 114 7,301 7,954a 109
Streptomyces T3C 8,000 7,845a 98 8,602 8,301b 97 8,602 7,845a 91
Streptomyces T3D 7,477 7,602a 102 7,301 7,903b 108 7,301 7,699ab 105

* Comparacién entre aislamientos para el mismo tratamiento, los métodos de conservacién mas efectivos para cada aislamiento se presentan en
negrilla. Seguin la agrupacién de medias de Tukey, cada letra (a, b 6 c) correspondiente a los grupos formados por la prueba de comparacién de

medias con un o de 0,05

En el presente estudio no se aprecié ningiin cambio
morfolégico, macroscopico o microscépico, en los
microorganismos evaluados durante los periodos de
almacenamiento, lo cual sugiere que los métodos usa-
dos brindan estabilidad génica. Sin embargo, a pesar
de no encontrar rasgos morfolégicos que sugieran
alteraciones genéticas, el uso de la transferencia pe-
ribdica ha demostrado perdida en la actividad solubi-

lizadora de los microorganismos al ser comparados
con otros métodos y sus reportes previos (Prada et al,
2014) lo que invalida la transferencia como método de
conservacion. Este hecho resalta la importancia de la
estandarizacion y uso de métodos a mediano vy largo
plazo para la adecuada conservacion de estas actino-
bacterias de importancia biotecnolégica.

Tabla 3. Evaluacién de la solubilizacién de fésforo a partir de los tratamientos*.

Concentracion de P soluble (ppm)

Tratamiento

MCR24

T3A

T3C

Liofilizacion

22,54+ 1,826 a

51,36 + 0,024 a

13,510,414 c

Glicerol 20%

20,04 + 2,056 a

45,26 + 2,251 a

0,44 £ 0,270 a

Glicerol 30%

43,18 £ 4,742 b

39,02 +£4,129 a

15,05+ 0,8 c

Arcilla 26,65 + 4,612 ab 4526+ 2,857 a 6,87 £ 1,438 b
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 £0,571 a

*  Los métodos de conservacién mas efectivos para cada aislamiento se presentan en negrilla. Segtin la agrupacién de medias de Tukey, cada letra (a,
b 6 ¢) correspondiente a los grupos formados por la prueba de comparacién de medias con un o de 0,05. Promedio de la concentracién + Error
estandar.
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Tabla 4. Viabilidad, concentracién de fésforo soluble y costos de los tratamientos evaluados*.

Plazos Tratamiento Viabilidad Actividad solubilizadora USD/Método
de P (ppm)
Liofilizacién 7,954 29.13 19.970,499
Largo Glicerol 20% 8,000 21.91 13.114,340
Glicerol 30% 7,903 32.42 15.459,506
Arena 8,000 26.28 10.791,428
Mediano Arcilla 7,903 26.26 9.938,450
Silica gel 7,699 26.76 10.823,213
Corto T. Periodica Cualitativo 23.23 10.767,253

*  Los cuadros en negrilla representan los tratamientos seleccionados en cuanto a la mejor viabilidad, concentracién més alta de fés-

foro soluble y los cosos mas bajos.

Uno de los estudios mas relevantes para actinobacte-
rias en cuanto al estudio de métodos de almacenamien-
to a largo plazo se realizé por Filippova, Surgucheva
& Gal“chenko (2012) en el que se reportaron niveles
criticos en la viabilidad tras realizar la evaluacion de
sus bancos liofilizados con aceite mineral y cultivos
de suelo. La pérdida de la viabilidad para las cepas
evaluadas fue cercana al 35%. De igual manera fue
dificil reactivar algunos liéfilos y a su vez se observaron
cambios en las caracteristicas morfologicas, como la
perdida de color en el micelio y produccién de micelio
aéreo. En el presente estudio con el método de liofi-
lizacion no se evidencié la perdida de ninguna cepa
y los porcentajes de viabilidad del recuento inicial
frente al recuento posterior a la conservacion, fueron
mayores al 87%, lo cual puede deberse al crioconser-
vante usado en este caso Skim Milk que genera una
mayor ventaja al usado en el estudio de Filippova et
al. (2012), ademas cabe resaltar que la baja viabilidad
puede estar ligada a periodos mucho mas largos de al-
macenamiento, mayores a 1 afio, lo que en el estudio
de Filippova et al. (2012), pudo afectar procesos celu-
lares generando desecacion y procesos de oxidacién
celular.

En la tabla 1, se observa que los microorganismos de
este estudio no presentan afinidad por un método en
especifico. En las evaluaciones a largo plazo, por ejem-
plo, el 46% de los aislamientos presentaron mayor afi-
nidad con glicerol al 20% (p/v) aunque la diferencia
porcentual en cuanto a liofilizacién no es significativa,
ya que el 33% de los aislamientos se ajustaron mejor
a éste método el cual ha sido ampliamente reportado
(Burguet et al,, 2012) (Chen et al., 2006). Esto se debe
al fuerte impacto que reciben las células por el pro-
ceso de sublimacion que disminuye notablemente el
porcentaje de viabilidad de los microorganismos por
causas de estrés sobre la celula, (Bozogld et al., 1987)
(Prakash et al., 2013). Asi mismo, este proceso se pue-
de ver afectado por la concentracion del crioprotec-

tante, algunos autores como Garcia & Uruburu (2001)
reportan el uso de Skim Milk al 18% (p/v) como la con-
centracion 6ptima para la proteccion del microorga-
nismo, sin embargo ésta puede ser un factor limitante
de la viabilidad debido al proceso de ultracongelacion,
al cual son sometidos antes de ser liofilizados. Por otra
parte la crioconservacion ha sido reportada como un
buen método de conservacion (Hubalek, 2003) tan-
to para bacterias como para hongos, sin embargo
es un método que afecta tanto la viabilidad como la
actividad dependiendo de la temperatura y concen-
tracion del crioprotectante utilizado, el glicerol es un
compuesto que en altas concentraciones, mayores a
30%, se puede volver toxico para las células puesto
que penetra la membrana celular. Como se observa
en la tabla 1, tres aislamientos de los quince evaluados
presentan buenos resultados con este método, por lo
tanto es adecuado como método de conservacion. Al
ser la actividad solubilizadora de fésforo uno de los
factores que se debe mantener durante el periodo de
la conservacion en la tabla 3 se puede observar que
el glicerol 30% (p/v) es el método que presenta ma-
yor mantenimiento de la actividad fisiologica de los
microorganismos, dando como resultado una mayor
concentracion de fésforo soluble al transcurrir un afo
de conservacion para los 3 aislamientos, esto quizas se
debe a que la congelacion rapida influye en la preser-
vacion de la actividad la cual esta proporcionalmente
ligada a la viabilidad.

Los métodos a mediano plazo se seleccionaron debido
a que han sido reportados para microorganismos que
se encuentran generalmente en el suelo, las matrices
presentes en este medio forman asociaciones fisicas
con las Actinobacterias, tales como arenas o arcillas
pueden contribuir a los buenos resultados en cuanto a
viabilidad. El 86% de los aislamientos presenta mayor
afinidad en arena como matriz de conservacién como
se observa en la tabla 2. La arena tiene un tamano
de 0,10 a 0,25 mm (Hodgson, 1987) lo cual limita el
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paso de agua, aire, entre otros factores que pueden
beneficiar el crecimiento (Glyan & Gary, 1999) de las
Actinobacterias, por lo tanto permite la conservacion
de dichos microorganismos sin influir en su cinética de
crecimiento. Por otra parte ningtin aislamiento presen-
t6 afinidad por el método de silica gel aunque ha sido
reportado como método de conservacion y en repeti-
das ocasiones presenta buenos resultados fenotipicos
y de estabilidad genética como en estudios realizados
con Escherichia coli HB101 por Sidyakina y Golimbet
(1991) o el trabajo de Alvarez, Pieckenstain, Desimo-
ne, Estrella, Ruiz & Diaz (2010), los cuales mencionan
una eficiente proteccion y preservacion de Mesorhizo-
bium spp. de importancia agroindustrial por tener la
capacidad de fijar nitrégeno. Aun cuando es reporta-
do que los microorganismos Gram positivos tienden a
sobrevivir mas los procesos de preservacion en silica
gel que microorganismos Gram negativos (Trollope,
1975), esto no se vio reflejado en este estudio, como
se observa en la tabla 2, esto se da porque es un ma-
terial sintético fabricado a partir de silicato sédico,
un compuesto desecante que elimina por completo
la humedad y puede afectar la viabilidad celular y al
mismo tiempo la actividad. Por otro lado la arcilla al
ser un compuesto natural como la arena, permite la
conservacion de la viabilidad como se observa en la
tabla 2, aunque solo dos aislamientos presentaron alta
afinidad por este método ya que es un compuesto el
cual ha cambiado sus propiedades fisicas originales al
ser sometido a un proceso térmico, lo que aumenta su
porosidad y por lo tanto permite la conservacion del
microorganismo en dicha matriz.

El andlisis de costos determiné que el método de gli-
cerol 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 pre-
sentaron los mejores resultados de viabilidad y activi-
dad solubilizadora, la concentracion de fosforo soluble
no disminuy6 mas del 32%, lo que permite inferir que
los métodos evaluados son eficaces y su eleccién se
debe realizar segun el interés que se tenga al momen-
to de llevar a cabo la conservacion.

Conclusién

Aun cuando los métodos de liofilizacion fueron muy
efectivos en este estudio y son a su vez recomendados
por “The American Type Culture Collection” o auto-
res como Yocheva et al, 2002, los resultados de este
estudio concluyen que los métodos de conservaciéon
mas eficientes en general para la conservacion de ac-
tinobacterias solubilizadoras de fésforo fueron los de
crioconservacion con glicerol al 30%, el uso de este
método de crioconservacion es rapido, de bajo cos-
to y apropiado para largos periodos de conservacion,
lo cual coincide con lo reportado por Rifaat (2009).
Por otro lado el método con arena arrojé los mejores
resultados en cuanto a viabilidad, mantenimiento de
la actividad y costo siendo ideal para usar en el mo-

mento de estar trabajando de manera activa con algin
aislamiento en particular. Sin embargo se logré eviden-
ciar que no todos los microorganismos se conservan
manteniendo las respectivas cualidades evaluadas de
la misma manera, por lo cual se sugiere de ser posible,
conservar cada microorganismo con el método que
preserve dichas cualidades de interés de la forma mas
efectiva.
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