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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los microorganismos son un componente fundamental en la biodiversidad; intervienen en el 

reciclado de nutrientes, retención de carbono del suelo, ciclos biogeoquímicos, generación de 

oxígeno, la fotosíntesis, obtención de medicamentos, elaboración de alimentos como el pan, 

queso, licores y más; fabricación de solventes y reactivos e investigaciones en general, 

manteniendo la diversidad e integridad de los ecosistemas.  (Olalder V. et.al 2014). 

También los microorganismos tienen utilidad en la producción agrícola sustentable la cual, 

requiere de estrategias que aseguren un crecimiento sano de las plantas y una producción 

rentable; como es el caso del usó de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) que 

permiten mejorar o reducir las diversas formas de fertilización química al suelo, para que, el 

suelo, la planta, y el agricultor se beneficien. (Vibha y Neelam, 2012). 

Cuando un microorganismo es mantenido por fuera de su ambiente natural es posible que las 

adaptaciones a estas nuevas condiciones determinen cambios en la viabilidad celular; como 

cambios genéticos que hacen que se reprima o cambien los genes debido a las mutaciones que 

modifican al microorganismo de manera fortuita, cambios en la actividad metabólica y por ende 

un deterioro en la actividad enzimatica,  alterarndo las cepas puras y la funcionalidad de estas e 

incluso la pérdida de la cepa, que hacen que estos microorganismos pierdan su calidad, 

perdiendo su importancia como promotores de crecimiento vegetal y otras características con uso 

potencial, aún sin identificar. (González H. y Fuentes  N, 2017) 
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Sin embargo, hay metodos de conservación que hacen que los microorganismos conserven su 

estabilidad funcional en los diferentes ámbitos en los que se utilizan. “No obstante, no existe un 

metodo universal a largo plazo que mantenga una conservación adecuada por lo que se hace 

necesario la evaluación de los diferentes mètodos de acuerdo a las particularidades de los 

microorganismos” (García y Uruburu, 2005) y las características de interes que se desea 

mantener; por tanto es fundamental garantizar la disponibiblidad de las cepas para poder ser 

estudiadas y aprovechar su potencial.   

Es escasa la informaciòn referente de  la conservación y no se encuentran antecedentes sobre el 

impacto que puedan tener las diferentes metodologías sobre caracterìsticas metabólicas de las 

bacterias de interés, y tambièn son escasos los productos biológicos que ayuden a la mejora de 

los cultivos de una manera competente con los productos químicos.  (Castañeda E. y  Sánchez  L. 

2016) 

Bacillus subtilis y Bacillus pumilus, juegan un papel importante en el control biológico de 

patógenos en plantas  RPCV (Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) mejorando 

profundamente la germinación de semillas, desarrollo de la raíz y la utilización del agua por las 

plantas. Estas rizobacterias pueden estimular el crecimiento de plantas directamente por la 

producción de hormonas de crecimiento y mejorar la absorción de nutrientes o indirectamente 

cambiando el equilibrio microbiano en la rizosfera en favor de los microorganismos 

beneficiosos, ellos pueden suprimir un amplio espectro de infecciones bacterianas, fúngicas y 

enfermedades de nematodos. Las RPCV también puede proporcionar protección contra las 

enfermedades virales.  (Öztürk S. et.al 2016) 
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El uso de RPCV se ha convertido en una práctica común en muchas regiones del mundo 

demostrando un control significativo de patógenos en plantas mediante estudios de laboratorio y 

de invernadero. Los recientes avances en nuestra comprensión de la diversidad, la capacidad de 

colonizar, mecanismos de acción, formulación y aplicación debe facilitar su desarrollo como 

agentes de control biológico fiable contra patógenos de plantas. Algunas de estas rizobacterias 

también se pueden utilizar en los programas de manejo integrado de plagas. Una mayor 

aplicación de RPCV es posible en la agricultura para el control biológico de patógenos de plantas 

y biofertilización. (Rekha K. et.al 2018) 

Actualmente estos microorganismos están siendo utilizados en numerosos trabajos de 

laboratorio, principalmente en el área de investigación debido a su potencial uso en la 

biotecnología, la industria, y la clínica, por lo que es necesario aplicar un método de 

conservación que garantice la supervivencia de al menos el 70 % de los microorganismos por un 

período considerable de tiempo, de forma tal que la población sobreviviente se asemeje a la 

original, conserve las propiedades de importancia, se minimicen la ocurrencia de alteraciones 

genéticas y se reduzca al mínimo el riesgo de contaminación, permitiendo así, que la pureza de 

las cepas permanezca inalterable. (Weng A et.al, 2005)   

El Grupo de investigaciones biológicas GIBI de la Universidad Católica de Manizales ha venido 

trabajando en obtener aislamientos bacterianos de importancia para la producción de cultivos, y 

hasta ahora se ha logrado de una manera eficiente aislamientos puros que se encuentran 

almacenados en la Colección de Microorganismos de la Universidad Católica de Manizales y por 

tanto se hace necesario explorar metodologías de conservación que garanticen la viabilidad de 

las cepas a largo plazo así como  el mantenimiento de sus características de interés. 
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Por tanto, este trabajo pretende evaluar diferentes metodologías para la conservación de Bacillus 

subtilis y Bacillus pumilus, explorarando alternativas que garanticen su constante disponibilidad, 

mantenga las propiedades bioquímicas, que la hacen interesante permitiendo así conservar este 

recurso a largo plazo con el fin de mantenerlo disponible como soporte fundamental de 

investigaciones vigentes y futuras. 

. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO  GENERAL 

Determinar el mejor método de conservación que garantice la estabilidad bioquímica de Bacillus 

subtilis GIBI200 y Bacillus pumilus GIBI206 almacenados en la “Colección de microorganismos 

de la UCM” 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar el porcentaje de viabilidad de Bacillus subtilis GIBI200 y Bacillus pumilus 

GIBI206 para evaluar la efectividad de cuatro métodos de conservación métodos durante 

15 meses. 

• Evaluar la estabilidad bioquímica de Bacillus subtilis GIBI200 y Bacillus pumilus 

GIBI206 mediante la prueba de solubilización de fosfato como bacterias promotoras de 

crecimiento vegetal mediante diferentes métodos de conservación, después del tiempo 

establecido. 
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3. REFERENTE TEÓRICO 

 

3.1 ANTECEDENTES 

Fernández y colaboradores en el 2013, establecieron que las colecciones  microbianas 

constituyen  una herramienta de importancia para el progreso y desarrollo de diferentes ramas de 

la ciencia  y de ahí la necesidad de mantener y disponer de cultivos microbianos de calidad 

mediante el uso de diferentes métodos de preservación  que garanticen que el cultivo a conservar 

sea puro reduciendo al mínimo la posibilidad de contaminación  que aseguren al menos la 

supervivencia del 70% de las células por un periodo determinado de tiempo. Cabe resaltar la 

importancia de mantener la estabilidad genética (García M. y Uruburu F, 2000). 

ZdenekHubálek en el 2003, estudió diferentes protectores utilizados en microrganismos, 

concluyendo que el efecto crioprotector de la sacarosa en concentraciones promedios del 10% en 

muestras congeladas a -10°C, garantizó una supervivencia a largo plazo de Bacillus subtilis, B. 

megaterium, Proteus y Micrococcus spp.  

Otros autores como Chiellini, C. y colaboradores en el 2016 encontraron que la criopreservación 

es un método para almacenamiento a largo plazo de soluciones microbianas estándar de 

Bacillus subtilis para actividades microbiológicas de control de calidad de compañías 

farmacéuticas dando buenos resultados hasta un período de 14 meses. 

 

https://www.sciencedirect.com.bd.univalle.edu.co/science/article/pii/S0011224003000464#!
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Huertas y colaboradores en el 2006, compararon distintos métodos de conservación, papel filtro 

y criopreservación, en cepas de las familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae, 

pertenecientes al banco de cepas y genes del Instituto de biotecnología de la Universidad 

Nacional de Colombia (IBUN) concluyendo que la criopreservación es el mejor método, con un 

porcentaje de recuperación mayor al 50 % a las 24 horas de conservado 

Son pocas las investigaciones recientes reportadas para la conservación de la viabilidad genética 

y bioquímica de Bacillus subtillus y Bacillus pumilus. Sin embargo, otros investigadores como 

Pérez J, et al., (2011). Realizaron una investigación en una colección de microorganismos, se 

realizó el método de conservación en agua destilada estéril, el cual resultó ser muy fácil y 

económico, por lo que el objetivo del trabajo fue su utilización en la conservación de diferentes 

géneros bacterianos (como Xanthomonas, Bradyrhizobium y Xynorhizobium) a temperatura 

ambiente y refrigeración por un periodo de tiempo de 18 meses. 

Como resultados obtuvieron que el método de agua destilada sea un método de mediano plazo y 

es más efectivo en temperaturas ambiente. Con el empleo de este método, las cepas bacterianas 

se mantienen puras y sin alteración morfológica, es decir en estado de hipobiosis y los géneros 

bacterianos de la Colección del Microorganismos del Instituto Nacional de Investigaciones de la 

Caña de Azúcar (INICA) con mayor supervivencia fueron Xanthomonas, Bradyrhizobium y 

Xynorhizobium con un 80 % de viabilidad. 

Vibha B, Neelam G (2012) realizaron un análisis de literario sobre la importancia de exploración 

de la biodiversidad microbiana por el hecho de que los microorganimos son esenciales para la 

vida ya que realizan numerosas funciones esenciales para la biosfera que incluyen el reciclaje de 

nutrientes y desintoxicación del ambiente. Además, los autores resaltan el uso de diferentes 
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métodos de conservación, entre los cuales podemos encontrar aceite mineral, crioperservación, 

agua destilada, liofilización, secado y conservación en nitrógeno líquido como técnicas para 

mantener la estabilidad y viabilidad genética de los microorganismos conservados. 

Acenet I. y colaboradores (2011), evaluaron la actividad antagónica de dos cepas de Bacillus 

subtilis conservadas en discos de papel filtro a 4°C por un período de tres años, las cepas 

de Bacillus subtilis (Bs-21 y Bs-42) se mantuvieron viables por tres años en papel filtro a 4°C, y 

además mantuvieron su capacidad antagónica frente a la cepa Rs-10 de Rhizoctonia solani. 

Las rizobacterias fueron nombradas por primera vez por Kloepper y Schroth en 1981, 

refiriéndose a las comunidades bacterianas del suelo que competitivamente colonizaban las 

raíces de las plantas y estimulaban su crecimiento, reduciendo de este modo la incidencia de 

enfermedades. Posteriormente, Gray y Smith en el 2005 estableció diferentes Géneros 

bacterianos como Agrobacterium, Arthrobacter Azotobacter, Azospirillum,Bacillus,  

Burkholderia,  Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus,  

Pseudomonas y Serratia  como bacterias promotoras del crecimiento vegetal.  

Los mecanismos de biocontrol involucran múltiples interacciones que resultan en efectos 

positivos en el crecimiento y desarrollo vegetal (Jolles y Muzzarelli, 1999; Benítez et al., 2004; 

Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007). La producción de fitohormonas que favorecen el 

crecimiento de las plantas representa una interacción indirecta entre el bicontrolador y el 

patógeno, mientras que la producción de enzimas líticas por biocontroladores, que afectarían 

negativamente el patógeno, ejemplifica una interacción directa biocontrolador-patógeno (Jollès y 

Muzzarelli, 1999; Benítez et al. 2004; Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007; Spaepen et 

al., 2008). 
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Bacillus subtilis y Bacillus pumilus pueden llegar a adsorber hasta 92,3 mg/g de Pb y hasta 20,8 

mg/g de Cu (Tunali S. et.al 2006). Además, este tipo de bacterias se destacan por ser 

microorganismos solubilizadores de fosfato aislados en distintos tipos de suelo. (Chung et al. 

2005). Los mismos investigadores aislaron bacterias solubilizadoras de suelos subtropicales y 

evaluaron su habilidad para solubilizar fosfato tricálcico encontrando aislados pertenecientes a 

los géneros Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter, Serratia, Chryseobacterium, Delftia, Gordonia 

y Phyllobacterium. Oliviera y colaboradores en el 2008, aislaron, seleccionaron y evaluaron la 

actividad solubilizadora de microorganismos en rizósfera de maíz en suelos brasileros, con el fin 

de encontrar potenciales bioinoculantes; se seleccionaron los 45 mejores aislamientos que fueron 

identificados basándose en la secuencia de nucleótidos del 16S rDNA (ADN Ribosomal) para 

bacterias y actinomicetos y en el EIT (espaciador interno transcrito) rDNA para los hongos. Se 

identificaron los géneros Bacillus y Burkholderia sp., como mejores bacterias solubilizadoras de 

fosfato, y Aspergillus terreus como mejor hongo solubilizador. 

3.2 BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL (BPCV) 

Las BPCV son un grupo de microorganismos que favorece a las plantas a través de diferentes 

mecanismos que se pueden resumir en: la fijación biológica del nitrógeno, síntesis de 

fitohormonas como las auxinas -fundamentalmente el ácido indolacético AIA-, promoción del 

crecimiento de la raíz y proliferación de pelos radicales, mejora de la absorción de agua y 

nutrientes, solubilización los fosfatos di y tricálcicos e inhibición del crecimiento de 

microorganismos patógenos. (Torriente, D, 2010). 

Los microorganismos promotores de crecimiento vegetal desempeñan un papel clave en la toma 

de nutrientes, la tolerancia a estrés ambiental y, en general, el mantenimiento de la salud 
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radicular, favoreciendo así el aumento del rendimiento de los cultivos. (Matiru, V. N. y Dakora, 

F, 2004). 

Diversos géneros bacterianos se han aislado de las plantas y el suelo rizosférico de arroz, y se 

han realizado estudios al respecto como Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, 

Herbaspirilum, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus, 

Serratia y Gluconacetobacter han sido reportadas como BPCV (Joseph B, Patra RR, Lawrence, 

2007). Estas bacterias están asociadas a muchas de las especies de plantas que están presentes en 

la mayoría de los ambientes y se encuentran ampliamente representadas en cuanto a géneros 

microbianos, pudiendo aumentar la disponibilidad de nutrientes, transformarlos a formas 

asimilables por la planta, producir sustancias promotoras de crecimiento (fitohormonas) o servir 

como control biológico de fitopatógenos (Bashan, Y y Holguin, G, 2007). 

Dado el interés creciente en la reducción del uso de productos agroquímicos y también por la 

agricultura ecológica, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal constituyen una 

alternativa al uso de fertilizantes y agroquímicos, y además pueden ampliar el espectro de suelos 

que se pueden utilizar para el cultivo (Ahemad y Kibret, 2014; de-Bashan y cols; 2012). 

Durante décadas, los estudios de promoción de crecimiento con BPCV se han centrado en el 

aislamiento y evaluación de características bioquímicas de los aislados, con el fin de tener 

bancos de cepas promisorias para el desarrollo de productos biofertilizantes o bioestimulantes 

(Bashan, 1998; Dinesh et al., 2015). 

Los BPCV pueden favorecer el crecimiento vegetal por un amplio rango de mecanismos como 

solubilización de fosfato inorgánico, disminución de los niveles de etileno en plantas, fijación de 
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nitrógeno atmosférico, biocontrol de enfermedades de plantas, y producción de fitohormonas, 

sideróforos y ácidos orgánicos (Datta et al., 2011).  

3.2.1 FIJACIÓN BIOLÓGICA DE NITROGENO (N2)  

La inoculación con BPCV, contribuye a la implantación, desarrollo y producción de cultivos 

tales como arroz, trigo y maíz (García de Salamone et al., 2007; Baldani et al., 2008). La fijación 

biológica de nitrógeno (FBN) adquiere relevancia y puede ser incorporada a través de ciertas 

asociaciones cereal BPCV para aportar nitrógeno (N2) al agro ecosistema (García de Salamone et 

al., 1996; Urquiaga et al., 2004). Con el aumento del costo de los fertilizantes químicos y la 

preocupación por la contaminación ambiental, el papel de la fijación biológica de nitrógeno 

(FBN) en plantas debe ser potenciado ya que la FBN permite que la agricultura sea más 

productiva y sostenible sin dañar el medio ambiente. (Loredo-Osti. et al., 2016). 

Debido a esto, se comenzó a investigar todo lo relacionado con los métodos de conservación de 

microorganismos promotores de crecimiento vegetal para seguir con los estudios acerca de 

fertilizantes biológicos basado en poblaciones microscópicas. (Muthukumarasamy, R, et al., 

2002). 

La fijación del nitrógeno se define como la oxidación o reducción del nitrógeno para dar amonio 

u óxidos. Consiste en la conversión del nitrógeno atmosférico a formas metabolizables, que 

puedan ser incorporadas por los seres vivos. Estas formas son el ion amonio (+) o los iones 

nitrito (–) o nitrato (–). Otras sustancias como el dióxido de nitrógeno, reaccionan fácilmente 

para originar algunas de las anteriores. (García, S, 2011) 
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3.2.2 FIJACIÓN BIOLÓGICA DE FÓSFORO (P)  

El fósforo después del nitrógeno es el nutriente inorgánico más requerido por plantas y 

microorganismos y, además, en el suelo es el factor limitante del desarrollo vegetal a pesar de ser 

abundante tanto en formas inorgánicas como orgánicas. Las plantas deben absorberlo del suelo, 

donde se encuentra en muy baja concentración, normalmente en niveles que varían entre 5 y 30 

mg kg-1. Estos índices bajos del nutriente se deben a que el fósforo soluble reacciona con iones 

como el calcio, el hierro o el aluminio que provocan su precipitación o fijación, disminuyendo su 

disponibilidad para los vegetales (Rodríguez.M. et.al 1995). Los fosfatos inorgánicos aplicados 

como fertilizantes químicos también son inmovilizados en el suelo y como consecuencia no son 

solubles para ser aprovechados por los cultivos (Peix A. et al. 2007).  

En estas condiciones, la utilización biotecnológica de microorganismos con capacidad para 

solubilizar las reservas fosfóricas del suelo merece especial atención por sus múltiples ventajas 

(Antoun, 2012; Zaidi y otros, 2014). 

Desde una perspectiva nutricional, el P disponible para las plantas es el fosfato inorgánico (Pi) 

presente en la solución del suelo como iones ortofosfato, procedentes de la mineralización de 

materiales orgánicos y la solubilización de fuentes minerales (Gojon, 2009), cuya concentración, 

varía en forma considerable temporal y espacialmente (200 - 5000 mg P kg-1) (Arai y Sparks, 

2007; Sharpley, 2012; Gojon y otros, 2009; Robinson, 2005). Como respuesta evolutiva a la baja 

disponibilidad del P en los suelos, las plantas desarrollaron diferentes estrategias morfológicas, 

bioquímicas y simbióticas adaptativas para incrementar la adquisición del Pi y/o para mejorar la 

eficiencia de su utilización interna (Vance y otros, 2003; Lambers y otros, 2006; Lambers y 

otros, 2011), siendo una de las más importantes la asociación de la raíz con microorganismos del 
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suelo, capaces de mineralizar y/o solubilizar las fuentes de P orgánicas e inorgánicas, 

respectivamente. 

El principal mecanismo microbiológico por el cual los compuestos fosfatados son solubilizados 

es la disminución del pH del medio extracelular hasta valores aproximados a 2,0 que son 

necesarios para que se pueda llevar a cabo la solubilización. Las bacterias son capaces de 

convertir el fosfato tricalcico Ca3(PO₄)₂ en fosfato di y monobásicos asimilables para las 

plantas. Muchas bacterias utilizan la ruta metabólica de la glucosa para la producción de estos 

ácidos, provocando la liberación del fosforo al medio (Beltrán P, 2014). (Constanza L, et al., 

2014). 

Los microorganismos solubilizadores de fosfato son un grupo funcional de BPCV capaces de 

solubilizar fosfatos minerales que han sido fijados en los suelos y que no pueden ser utilizados 

por las plantas en su nutrición; por ello su rol ecológico es esencial (Beltrán M 2014) 

En los suelos la disponibilidad del fósforo es esencial para el crecimiento vegetal porque 

constituye más de 0,2% del peso seco de la planta (Banerjee et al., 2010). Las plantas adquieren 

el fosfato a partir de la solución del suelo en forma inorgánica en estado soluble como fosfatos 

mono y dibásicos, siendo necesario un pH de 6,5 para que el ion ortofosfato en el suelo sea 

aprovechable por las plantas, dado que a ese pH la precipitación de los fosfatos de aluminio y 

calcio disminuye (Sylvia et al., 1995). 

La solubilización de fosfatos como estrategia microbiana para promover el crecimiento vegetal la 

mayoría de los aislamientos gram positivos y algunos gram negativos pueden perder su 

capacidad de solubilizar fosfatos tras repetidos subcultivos (Banik y Day, 1983; Kucey, 1983; 

Gyaneshwar et al., 2002). 
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En Colombia se han desarrollado estudios sobre la capacidad de solubilización de 

microorganismos rizosféricos asociados con distintos tipos de ecosistemas, tanto naturales como 

agroecosistemas (Vera et al., 2002; Moratto et al.; 2005, Torres et al., 2006; Beltrán, 2009) que 

incluyen diferentes cultivos comerciales como arazá, cebolla, papa y arroz. 

En cuanto a investigaciones de campo, Pandey et al. (2006) han demostrado el potencial 

biotecnológico de la aplicación de microorganismos nativos en la promoción de crecimiento 

vegetal. La inoculación de suelos o semillas con microorganismos solubilizadores de fosfato ha 

sido ampliamente utilizada para mejorar el crecimiento y la producción de las cosechas 

(Banerjee et al., 2010). Por otra parte, Guang-Can et al. (2008) reportaron una correlación 

positiva entre el número de bacterias solubilizadoras de fosfato en la rizósfera y la toma de 

fosfato y rendimiento de grano en varios cultivos agrícolas. 

Finalmente, en Colombia se comercializa un bioinsumo producto de la investigación que se 

realiza sobre microorganismos solubilizadores de fosfatos en la Corporación Colombiana de 

Investigación Agropecuaria. La solubilización de fosfatos como estrategia microbiana para 

promover el crecimiento vegetal Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de 

Colombia sede Bogotá, cuyo ingrediente activo es Penicillium janthinellum; este producto está 

dirigido especialmente al cultivo del arroz, y produce incrementos del rendimiento entre 5% y 

38% con respecto a cultivos no inoculados (Moreno et al., 2007). 

3.2.3 Bacillus subtilis y Bacillus pumilus COMO BACTERIAS PROMOTORAS DEL 

CRECIMIENTO VEGETAL 

El género Bacillus spp. Comprende en un gran número de diversas formas de bastón, Gram 

positivo, oxidasa y catalasa positiva. Son bacterias móviles por flagelos perítricos y aeróbios 
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estrictos en su mayoría (Sneath A.g et.al, 1989). En los medios de cultivo líquidos crecen 

formando un “velo” en la superficie (Wilson. S. et.al, 2000). Miembros de este género son 

capaces de producir endosporas, las que resisten altas temperaturas y factores físicos 

perjudiciales como la desecación, la radiación, los ácidos y los desinfectantes químicos (Sneath 

A. et.al, 1989). 

Son bacteria Gram positivas, aeróbias, que se encuentra comúnmente en el suelo. Pertenece al 

reino: Bacteria, clase: Bacilli, género: Bacillus. Entre las características destacadas de estos 

microorganismo está su capacidad para controlar ciertas enfermedades en cultivos vegetales. 

Para esto se ha descubierto que produce ciertos compuestos de bajo peso molecular con mucha 

afinidad por el hierro, evitando la germinación de las esporas de hongos patógenos. (CWei Y. 

et.al 2005). 

Además, producen antibióticos muy efectivos contra los hongos y, cuando se instala en las raíces 

y hojas, induce a la planta a producir fitoalexinas que confieren resistencia al ataque de hongos y 

nematodos patógenos. Esta es una característica que tiene muchas ventajas en comparación con 

los fungicidas químicos, ya que no es toxico para humanos, animales y plantas y no constituye 

un contaminante ambiental. (Edwards M, 2008). 

Estos microorganismos tiene características importantes como el control biológico de hongos y 

bacterias en cultivos, controlando efectivamente enfermedades como mancha bacteriana 

(Xanthomonas campestris), peca bacteriana (Pseudomonas syringae), tizón tardío (Phytophtora 

infestans) y cancro bacterial (Clavibacter michiganensis), estas enfermedades se han presentado 

especialmente en cultivos de tomate; pudrición acuosa (Erwinia carotovora), especialmente en 

papas almacenadas y cáncer bacterial (Pseudomonas syringae) en carozos (L. Santamaría 2016) 
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Las ventajas del control biológico sobre los productos químicos es que son más limpios 

ecológicamente, no dejan residuos, son biodegradables y no generan resistencia, como los 

antibióticos.  

Desempeñan un papel en la adhesión a las células huésped y otras superficies que se encuentran 

en el medio ambiente, siendo los principales antígenos de superficie. Estos ácidos están 

compuestos de fosfatos poliglicosilo (es decir, glicerol o ribitol-P-P) con mono y disacáridos en 

las unidades de repetición. Los fosfatos dentro de las cadenas de ácidos teicoicos dan la 

superficie celular de una carga global negativa, lo que permite la absorción eficiente de diversos 

cationes tales como Ca2+ y Mg2+ en la célula.  Su capacidad de diferenciarse en una endospora 

hace de Bacillus microorganismos altamente resistentes a ambientes oligotróficos, H2O2, la 

desinfección química, y otras condiciones adversas. (Abous A, Cherif A, Daffonchio, 2009).  

Son los organismos más ampliamente representados en el suelo. Debido a su capacidad para 

formar esporas y soportar una variedad de condiciones ambientales variables, Se adaptan 

fácilmente a diversos hábitats. Los avances en el análisis cromatográfico de (FAME por sus 

siglas en inglés) perfiles de éster metílico de ácido graso de células enteras han hecho esta 

técnica suficientemente sensible y fiable para la agrupación de Bacillus a nivel de especie.  

Estos microorganismos son considerados como promotores del crecimiento, debido a que 

produce hormonas en el medio de cultivo y tiene influencia en el desarrollo de diversas 

gramíneas (Gutierrez et al., 1996). Se ha encontrado que cuando se asocia a la rizósfera puede 

modificar la actividad fisiológica de las plantas mejorando el crecimiento de éstas (Perry et al., 

1987; Bashan et al., 1996). 
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 3.3 MÉTODOS DE CONSERVACIÓN MICROBIANA 

Los microorganismos son unos insumos valiosos en la industria, la agricultura, biomedicina y 

como material de referencia para investigaciones en las diversas áreas. Sin embargo, el 

mantenimiento en condiciones por fuera de su ambiente natural (ex situ) puede provocar 

alteraciones a nivel morfológico, genético y bioquímica de las cepas, inclusive la pérdida de la 

viabilidad. Por tal razón, se utilizan métodos para conservar los microorganismos en el 

laboratorio, y de esta manera evitar dichos efectos indeseables sobre las cepas de interés. 

Durante la conservación microbiana se proporcionan las condiciones para que el microorganismo 

disminuya su metabolismo, simulando los mecanismos naturales de respuesta de la célula ante el 

estrés (García Uruburu 2000) 

Según investigaciones de García Uruburu (2000) la conservación de cepas microbianas persigue 

tres objetivos: 

1. Que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se produzcan contaminantes durante el 

proceso de conservación. 

2. Que durante el tiempo de conservación sobrevivan al menos el 70-80 % de las células. 

3. Que las células permanezcan genéticamente estables. 

 

La elección del método de conservación debe ser el resultado tanto del análisis de aspectos de 

conveniencia técnica (personal científico, disponibilidad de equipos, infraestructura, costos); así 

como del microrganismo a conservar, teniendo en cuenta la susceptibilidad y los procesos de 

conservación, el periodo de mantenimiento que permita cada método y el mantenimiento de las 
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características interesantes de cada cepa (estabilidad genética y bioquímica) (Hernández, et.al 

2003). 

3.3.1 MÉTODOS DE CONSERVACIÓN A LARGO PLAZO 

Los métodos de conservación a largo plazo son los mejores porque en ellos se paraliza el 

crecimiento de las células microbianas, pero éstas no han muerto. Así se garantiza al máximo la 

estabilidad genética, por evitarse la aparición de generaciones sucesivas. Aun así, no se puede 

descartar algún cambio originado por el método preparatorio en sí mismo. Entre estos se destaca 

la criopreservación (Gámez R 2008) 

3.3.1.1 CRIOPRESERVACIÓN. 

 

La criopreservación es un procedimiento por el cual las células son suspendidas en una solución 

de sales y un compuesto orgánico, generalmente de bajo peso molecular, para posteriormente ser 

enfriadas a temperaturas bajo cero (generalmente -196 ºC en nitrógeno líquido), se almacenan 

durante un periodo de tiempo, para luego ser recuperadas mediante el restablecimiento de la 

temperatura reanudando su funcionamiento. Esta técnica se recomienda para organismos que no 

son preservados en forma exitosa en el proceso de liofilización y ha sido usada para 

almacenamiento de esporas o micelio de un gran número de microorganismos a largo tiempo. 

(Nakasone K. et al., 2004). 

Los cultivos se almacenan mezclados con aditivos crioprotectores, que son sustancias que 

minimizan el daño ocasionado por la congelación, estos incluyen: Dimetil sulfóxido (Me2SO), 

glicerol, suero, albúmina sérica, leche, peptona, extracto de levadura, metanol, 

polivinilpirrolidona, (PVP), extracto de malta, sorbitol y azúcares como sacarosa y glucosa (Pan 

J, et.al 2011). 
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3.3.2 MÉTODOS DE CONSERVACIÓN A MEDIANO PLAZO 

 

Los métodos de conservación a corto o mediano plazo se utilizan cuando no se tiene una 

infraestructura adecuada, o no se tienen las condiciones ni los recursos para implementar un 

método a largo plazo, por ejemplo, un ultracongelador. El método comúnmente usado es la 

preservación en aceite mineral, donde el microorganismo en cuestión se siembra en un medio 

adecuado y una vez crecido se agrega aceite mineral completamente estéril y se almacena a 4°C. 

(Duque, et al., 2010). 

3.3.2.1 PRESERVACIÓN EN ACEITE MINERAL  

La esencia del método está en cubrir el cultivo bien desarrollado sobre medio nutritivo líquido o 

agarizado con el aceite mineral no tóxico y estéril, como la parafina o vaselina; también se usa 

petróleo líquido (Uzunova D. et, al 2004). Los cultivos pueden mantenerse por varios años, o en 

casos excepcionales por más de treinta y dos a 15-20o C (Nakasone K.et al., 2004). Este método 

está especialmente recomendado para conservar micelio u hongos no esporulados, donde la 

congelación puede ser adversa para ellos. 

Se recomienda este método en climas tropicales para prevenir la desecación del cultivo. Es un 

método fácil de realizar y no requiere de equipos caros. Con esto se consigue también evitar en la 

medida de lo posible la desecación del medio de cultivo, que podría ser tóxico para las células al 

aumentar su concentración. (Nakasone K.et al., 2004) 

Su mayor desventaja es que el microorganismo puede continuar su crecimiento, al menos durante 

los primeros períodos, y así ocurrir que sobrevivan mutantes capaces de crecer bajo las 

condiciones adversas que implican la conservación (Nakasone K. et al., 2004). 
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3.3.3 METODOS ALTERNATIVOS 

Los métodos alternativos son los que se utilizan cuando no se pueden emplear los métodos 

anteriores, ya sea por limitaciones en infraestructura o porque el microorganismo no resiste los 

tratamientos de la conservación por dichos métodos. Conviene tener en cuenta que no se debe 

usar un único método alternativo, se recomienda conservar el microorganismo empleando varios 

de estos métodos. (García, D., Fern, F. U, 2008). Dentro de estos métodos, están la suspensión en 

agua destilada estéril y la desecación en papel filtro. 

3.3.3.1 SUSPENSIÓN EN AGUA DESTILADA ESTÉRIL 

Es un método muy utilizado y que da altos porcentajes de viabilidad en los hongos filamentosos, 

en períodos a veces superiores a cinco años (García M. y Uruburu F, 2005). 

Aparentemente el agua suprime cambios morfológicos en muchos microorganismos (Nakasone 

K. et al., 2004). Es un método simple, económico y seguro, capaz de garantizar la supervivencia 

de los cultivos por períodos prolongados, y evita mutaciones y contaminación (Pasarell. J y 

McGinnis. A, 1992; Malik y Hoffmann D.1993). La estabilidad para caracteres morfológicos y 

fisiológicos es buena, pero no se ha comprobado para caracteres específicos como la virulencia. 

(García M. y Uruburu F, 2005). 

 3.3.3.2 PRESERVACIÓN EN PAPEL FILTRO. 

Se utiliza un papel Whatmann impregnándolo con una suspensión de bacterias (7.5 x UFC/ml). 

Posteriormente se seca en condiciones estériles y se almacena a 4°C. También es posible desecar 

el papel filtro inoculado por el procedimiento que se llama desecación líquida (L-Dry) donde se 

utiliza un liofilizador sin que haya habido congelación previa de las células. (García, D, 2008). 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 TIPO DE ESTUDIO 

Este proyecto es un estudio cuantitativo, experimental en donde se evaluaron diferentes métodos 

de conservación aplicados para dos cepas de microorganismos: Bacillus pumilus GIBI206 y 

Bacillus subtilis GIBI200 por un tiempo de 5 trimestres y dependiendo de características 

específicas de estabilidad bioquímica y genética se determinará cuál es el método más viable 

para la conservar estos microorganismos conocidos como promotores de crecimiento vegetal. 

4.2 POBLACIÓN Y MUESTRA 

Las bacterias evaluadas fueron aisladas en trabajos previos a partir de tejidos de plantas 

provenientes de cultivos caldenses de caña de azúcar y tomate, y se encuentran almacenadas en 

la colección de Microorganismos de la Universidad Católica de Manizales. Se tomó una muestra 

de cada uno de los siguientes microorganismos: 

Bacillus pumilus GIBI206  

Bacillus subtilis GIBI200 

4.3 PROCEDIMIENTO 

La investigación se realizó en 5 etapas: crecimiento y caracterización del microorganismo, 

conservación, viabilidad celular, estabilidad bioquímica y estabilidad genética. 
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4.3.1 CRECIMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO: 

4.3.1.1 SELECCIÓN DEL MICROORGANISMO 

 

A los crioviales conservados a -80°C  en la colección de microrganismos de la Universidad 

católica de Manizales, de las cepas de estudio (Bacillus pumilus GIBI200  y Bacillus subtilis 

GIBI206), se les realizó  un choque térmico por 5 minutos a 37°C para que la célula realice su 

proceso de adaptación al medio, posteriormente fueron inoculados en el medio de cultivo  DYGS 

(Glucosa 0.8g, Ácido Málico 0.8g, Peptona Bacteriológica 0.6g, Extracto de levadura 0.8g, K2 

HPO4 0.2g, MgSO4. 7H2O 0.2g, Ácido glutámico 0.6g, pH 5.8 – 6.0 y el pH final después de la 

autoclave 7) y se incubaron durante 24 horas a 30 °C con una agitación de 15 rpm. (Muñoz 

Rojas, J. Caballero Mellado, J., 2001); y Valenzuela, T, (2014). A partir de estos inóculos se hizo 

un repique sembrando por agotamiento en agar papa dextrosa ADP (Infusión de papa 2g, 

dextrosa10g, agar 7.5g, pH final 5.7) y se incubaron de 24 a 48 horas a 30°C.  

4.3.1.2 DESCRIPCIÓN MACROSCÓPICA DE LAS CEPAS. 

 

Se llevaron las cepas al estereoscopio y se observaron sus características macroscópicas 

considerando forma, bordes, elevación, superficie, consistencia, color, luz trasmitida, luz 

reflejada entre otras, características propias de morfologías de colonias bacterianas. (Davis D 

1997). 

4.3.1.3 DESCRIPCIÓN MICROSCÓPICA DE LAS CEPAS. 

 

Bacillus subtilis y Bacillus pumilus son bacilos gram positivos, como ha sido descrito por Cwei 

Y. et.al 2005.  
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4.4 MÉTODOS DE CONSERVACIÓN. 

4.4.1 CONSERVACIÓN POR CRIOPRESERVACIÓN 

Siguiendo la metodología descrita por Sánchez Leal y Corrales Ramírez, (2005), se inoculó en 

frascos con caldo nutritivo cada uno de los microorganismos Bacillus subtilis GIBI200, Bacillus 

pumilus GIBI206 como se muestra en la figura 1.  Después, se incubo a 30° por 150 rpm para 

obtener una suspensión bacteriana en fase exponencial de crecimiento con una concentración 

suficiente para que la densidad óptica a 600 nm corresponda a 0.9-1.0 para obtener una 

concentración estándar de 108 cels/ml.  

 

 

 

 

 

 

Figura  1.  Equipos utilizados para la medición de la biomasa 

Posteriormente, se recuperó la biomasa centrifugando los frascos a 4000 rpm por 45 minutos, 

después, se descartó el sobrenadante y se agregó 5 ml de agua destilada estéril para realizar el 

lavado, se agito en vortex para diluir el botón de células, nuevamente se centrifugo por 20 

minutos a la máxima velocidad. Los datos correspondientes a la densidad óptica se muestran en 

la sección de resultados. 
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Después de verificar las densidades ópticas, se adicionó glicerol al 10 % en los tubos, se pasó por 

vortex y se alicuotó 1 ml de la solución en tubos eppendorf de 2 ml , se rotuló adecuadamente, se 

realizó 3 lotes de 9 viales cada uno, los cuales se almacenaron en un freezer a -80°C, como se 

muestra en la Figura 2. 

 

Figura 2.  Crioviales 

4.4.2 SUSPENSIÓN EN AGUA DESTILADA ESTÉRIL. 

Siguiendo la metodología descrita por Martínez, A., Lourdes Bueno y Gallardo, R, 1998, 

después de concretar las densidades optimas en agua destilada, se adicionó 1ml de esta solución 

a tubos Eppendorf de 2ml, se rotuló adecuadamente, se realizaron 3 lotes de 9 viales y se 

conservaron a temperatura ambiente. 

4.4.3 DESECACIÓN EN DISCOS DE PAPEL FILTRO. 

La conservación en discos de papel de filtro se realizó según la metodología descrita por García 

y Uruburu (2001) y modificada por Sosa, A (2007); para ello se utilizó papel filtro estéril 

absorbente Whatman Nº 3 cortados en forma redonda con un diámetro de 2 cm que se impregnó 

en una suspensión bacteriana de células (108  UFC/mL) en agua destilada estéril obtenida de la 

misma forma mencionada anteriormente,  luego, con unas pinzas estériles se pusieron los discos 

de papel filtro en una caja Petri y se llevaron al desecador para que absorba la cantidad de agua. 
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Posteriormente los papeles filtro ya totalmente secos se guardaron en bolsas de papel estériles, 

después se cubrieron con papel aluminio y se refrigeraron de 2 a 5°C, como se observa en la 

figura 3. 

Se conformaron 3 lotes de 12 discos cada uno. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Conservación en papel filtro 

4.4.4 ACEITE MINERAL  

Se inoculó medio papa dextrosa (APD) en tubos de vidrio, se dejaron inclinados para que el agar 

se solidifique de tal manera que al momento de repicar el microorganismo me permita tener 

colonias aisladas, posteriormente se repico cada uno de los microorganismos y se incubo a 30°C 

de 24 a 48 horas. Luego de obtener un crecimiento adecuado se agregó aceite mineral hasta la 

punta del tubo y se dejó a temperatura ambiente en un lugar donde no estén expuestos a la luz 

(Cárdenas, 2010), como se muestra en la figura 4. 
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Figura 4.  Conservación en aceite mineral  

4.5 EVALUACIÓN DE LA VIABILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS 

Se realizó una evaluación de cada uno de los métodos de conservación (criopreservación, agua 

destilada, aceite mineral y papel filtro) durante 5 trimestres, se evaluó la viabilidad y la 

solubilización de fosforo de cada microorganismo por cada medio de conservación. 

Para los métodos de criopreservación, agua destilada y papel filtro, se realizó mediante un conteo 

en placa, se elaboró una tabla por cada microorganismo en cada trimestre con las características 

descritas por Valencia Z. (2004), Pírez y colaboradores (2006) y Díaz (2009), para las colonias 

desarrolladas en superficie, a partir del procedimiento de “conteo de microorganismos mediante 

técnica de extensión superficial en placa”. Para esto se realizó diluciones seriadas en base 10 

hasta la dilución 108, se sembraron por superficie en agar APD las diluciones 107 y 108 de los 

inóculos a las 24 horas y a los 3, 6, 9, 12 y 15 meses post conservación, el número de células se 

expresan en UFC/ml.  

Para el método de aceite mineral, no se aplicó el porcentaje de viabilidad celular, debido a que 

no se realizó recuento en placa. Para este método, solamente se verificó, que las dos cepas 

Bacillus pumilus: GIBI206 y Bacillus subtilis: GIBI200 estuvieran puras durante el tiempo de 
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conservación; para esto se tomó una asada de crecimiento de una colonia de la cepa conservada 

en aceite mineral y se hizo un aislamiento por agotamiento con estriado básico durante cada 

trimestre hasta el 5 trimestre (15 mes de conservación) Lo anterior con el fin de monitorear la 

cepa macroscopicamente (borde, color, textura, pigmentacion etc.) crecimiento abundante o 

escaso y microscopicamente (tamaño, forma y coloración de Gram) en transcurso del tiempo. 

Para los métodos de conservación correspondientes a criopreservación, agua destilada y papel 

filtro, la viabilidad se considera como un porcentaje de recuperación de 100% a lo obtenido en el 

primer repique efectuando a las 0 horas (antes de iniciar la conservación). Se determina la 

viabilidad de las bacterias antes y después de ser conservadas por los 3 métodos a utilizar 

(criopreservación, agua destilada y papel filtro). En este orden de ideas, la viabilidad celular se 

calculará usando la siguiente formula: 

% 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =
𝑈𝐹𝐶 𝑂𝐵𝑇𝐸𝑁𝐼𝐷𝐴𝑆

𝑈𝐹𝐶 𝐼𝑁𝐼𝐶𝐼𝐿𝐸𝑆
× 100 

 

Ecuación 1. Porcentaje de viabilidad celular 

4.6 EVALUACIÓN DE LA SOLUBILIZACIÓN DE FOSFORO DE LOS 

MICROORGANISMOS 

 

La determinación cuantitativa de la solubilización de fosforo partió de un aislamiento de colonias 

en agar APD para luego crecer en medio líquido DYGS. Se incubó a 30°C en agitación constante 

(150 rpm) por 24 horas.  Posteriormente se preparó el inoculo centrifugando las colonias para 

obtener la biomasa,  se llevó a cabo por siembra directa de 20 uL distribuidos en 3 secciones 

delimitadas del medio de cultivo NBRIP sólido (Glucosa 10g, Ca3 PO4 5g, MgCl2 6H2 O 5g 
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0,25g, KCl 0,2g, (NH4 )2 SO4 0.1g, Agar 20g, H2O destilada 1L) (Nautiyal A. et.al 1999) al cual 

se le añadió azul de bromofenol como indicador de pH a una concentración de 0,025 g/l, lo cual 

permite observar la producción de ácido por un cambio de coloración de azul a amarillo. Las 

placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. 

Se determinó la capacidad de solubilización del fósforo por cada bacteria a las 24 horas y a los 3, 

6, 9, 12 y 15 meses de ser sometidas a conservación por los diferentes métodos, midiendo el 

tamaño de las colonias y los halos a las 24, 48 y 72 horas después de incubación (Ramírez, L. et, 

al 2014). 

Para hallar el índice de solubilización (IS), se utilizó la siguiente formula:  

Índice de solubilización (IS)= Diámetro Total (Diámetro de la colonia + Diámetro del halo) 

                                                                                Diámetro de la colonia. 

 

Ecuación 2. Índice de solubilización (IS) según Kumar y Narula, (1999). 

4.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Tanto para obtener los valores de viabilidad celular como para los porcentajes de solubilización 

de fósforo se utilizó un método por triplicado, estos resultados se analizaron usando RStudio 

Server v1.1.423, con el paquete Agricolae Versión: 1.2-8.  Además, En esta investigación se 

realizaron las respectivas pruebas Pos Anova en cada trimestre con el fin de encontrar cual es el 

mejor método en cuanto a la solubilidad del fósforo, esto con el fin de perfilar, especificar, y 

concretar una Hipótesis alternativa genérica como la de cualquiera de los Test ANOVA con un 

nivel de aceptabilidad del 5% (Incertidumbre señalada en las gráficas) Los análisis descriptivos 

se evidencian en el Anexo 5. 
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5. RESULTADOS 

5.1 DENSIDADES ÓPTICAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO 

Los conteos por siembra masiva que se realizaron según la metodología planteada fueron 

concordantes con los promedios de las densidades ópticas obtenidas evidenciadas en la tabla 1, 

esto debido a que se mantuvo un conteo de 109 UFC/mL. Los resultados de las densidades 

ópticas corresponden a las lecturas por espectrofotómetro con una longitud de onda de 600nm 

que se muestran en el Anexo 4. 

Tabla 1. Medición de la biomasa, resultados promedios de densidad óptica GIBI200 y 

GIBI206.  

DENSIDAD ÓPTICA 

  GIBI200 Desviación estándar GIB206 Desviación estándar 

Promedio 0,9915 ±0,131 0,968 ±0,125 

 

 

5.2 DESCRIPCIÓN MACROSCÓPICA 

Se observaron las siguientes características macroscópicas: 

Bacillus pumilus GIBI206: 

Las colonias son cremosas, con borde regular, planas, pequeñas, húmedas, circulares, con un 

halo traslucido alrededor y de color amarillento como se muestra en la figura 5. 
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Bacillus subtilis GIBI200: 

Las colonias son cremosas, con borde regular, planas, muy grandes, húmedas, circulares, y de 

color blanco como se muestra en la figura 5. 

Sus tamaños fueron: 

- Bacillus pumilus: 2.5 µm aproximadamente 

- Bacillus subtilis: 9 µm aproximadamente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Características macroscópicas. (A) Bacillus pumilus GIBI206, (B) Bacillus 

subtilis GIBI200. 

B A 
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5.3 DESCRIPCIÓN MICROSCÓPICA DE LAS CEPAS. 

Se realizó tinción de Gram en el cual se observaron: B. pumilus: Gram positiva; B. subtilis Gram 

positiva, como se muestra en la figura 6.  

 

 

 

 

Figura 6.  Características microscópicas. (A) Bacillus subtilis GIBI200, (B) Bacillus pumilus 

GIBI206. 

Se observó Bacillus gram positivos de 0,8μm de diámetro por 2 a 3 μm con borde redondeado. 

Tomada de Moreno 2013. 

5.4  VIABILIDAD CELULAR DE LOS MICROORGANISMOS 

 

Los datos correspondientes a los conteos se muestran en el Anexo 1 y a continuación en la tabla 

2 y 3 se evidencia los porcentajes de viabilidad para los métodos de conservación 

criopreservación agua destilada y papel filtro por cada periodo evaluado. 

 

 

A B 
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Tabla 2. Porcentajes de viabilidad en función del tiempo y el método de conservación 

CEPA GIBI206. 

Bacillus pumilus 

GIBI206 

TIEMPO 

(Trimestre) * 

109UFC/mL 

FINALES 

109UCF/mL 

INICIALES 

VIABILIDAD 

(%) 

Criopreservación 0  23 23 100,000% 

Criopreservación 1 22 23 92,735% 

Criopreservación 2 17 23 70,513% 

Criopreservación 3 16 23 68,376% 

Criopreservación 4 16 23 68,376% 

Criopreservación 5 16 23 66,667% 

Agua destilada 0 24 24 100,000% 

Agua destilada 1 22 24 91,213% 

Agua destilada 2 14 24 56,485% 

Agua destilada 3 12 24 51,464% 

Agua destilada 4 13 24 53,138% 

Agua destilada 5 11 24 43,933% 

Papel filtro 0 18 18 100,000% 

Papel filtro 1 16 18 92,090% 

Papel filtro 2 78x108 18 44,068% 

Papel filtro 3 45x108 18 25,424% 

Papel filtro 4 30x108 18 16,949% 

Papel filtro 5 20x108 18 11,299% 

* El tiempo 0 corresponde a las primeras 24 horas. 

 

Tabla 3. Porcentajes de viabilidad en función del tiempo y el método de conservación 

CEPA GIBI200 

Bacillus pumilus 

GIBI200 

TIEMPO 

(Trimestre) * 

109UFC/mL 

FINALES 

109UCF/mL 

INICIALES 

VIABILIDAD 

(%) 

Criopreservación 0 22 22 100,000% 

Criopreservación 1 20 22 94,444% 

Criopreservación 2 17 22 76,389% 

Criopreservación 3 16 22 75,926% 

Criopreservación 4 15 22 69,907% 

Criopreservación 5 15 22 70,833% 

Agua destilada 0 19 19 100,000% 
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Agua destilada 1 18 19 96,237% 

Agua destilada 2 13 19 71,505% 

Agua destilada 3 12 19 65,054% 

Agua destilada 4 13 19 68,817% 

Agua destilada 5 11 19 56,989% 

Papel filtro 0 17 17 100,000% 

Papel filtro 1 16 x108 17 94,675% 

Papel filtro 2 72 x108 17 42,604% 

Papel filtro 3 39 x108 17 23,077% 

Papel filtro 4 34 x108 17 20,118% 

Papel filtro 5 15 x108 17 8,876% 

* El tiempo 0 corresponde a las primeras 24 horas. 

 

 A continuación en las figuras 7,8,9,10,11 y 12 se muestran las grafiacas de los resultados 

mostrados anetriormente. 

 

 

Figura 7. Método de criopreservación CEPA GIBI200 
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Figura 8. Método de Agua destilada CEPA GIBI200 

 

 

Figura 9. Método de Papel filtro CEPA GIBI200 
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Figura 10. Método de criopreservación  CEPA GIBI206 

 

Figura 11. Método de agua destilada  CEPA GIBI206 
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Figura 12. Método de papel filtro  CEPA GIBI206 

 

A continuación en la figura 13 se presenta de forma unificada la viabilidad en los métodos de 

criopreservación, agua destilada y papel filtro  por cada periodo  evaluado para cada cepa 

estudiada. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Gráfica Unificada de resultados de viabilidad.  
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5.4.1 VIABILIDAD CELULAR PARA EL MÉTODO ACEITE MINERAL 

Como se había mostrado en la sección de metodología los resultados para aceite mineral en 

cuanto a viabilidad se realizaron diferente a los otros métodos de criopreservación, agua 

destilada y papel filtro. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cepas GIBI200 y GIBI 206 conservadas en aceite mineral y sus respectivos 

repiques en agar APD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Aislamiento de la cepa GIBI206 conservada por el método de aceite mineral. 

Medio APD. 
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Figura 16. Aislamiento de la cepa GIBI200 conservada por el método de aceite mineral. 

Medio APD. 

5.5 SOLUBILIZACIÓN DEL FÓSFORO. 

El análisis descriptivo de los porcentajes de eficiencia de solubilización del fósforo en cada 

periodo de medición se muestra en el Anexo 2 correspondiente a estadísticas descriptivas. El 

análisis incluye medidas de tendencia central y de dispersión. A continuación, en las figuras 

17,18,19,21 y21 se puede evidenciar los promedios en el tiempo en función de la solubilidad de 

fósforo para la GIBI200 Y GIBI206. Cada gráfica presenta una barra de error correspondiente al 

5%.  
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Figura 17. Porcentajes de Solubilidad del fósforo para el método de criopreservación  

 

Figura 18. Porcentajes de Solubilidad del fósforo para el método de aceite mineral. 
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Figura 19. Porcentajes de Solubilidad del fósforo para el método de papel filtro  

 

Figura 20. Porcentajes de Solubilidad del fósforo para el método de agua destilada. 
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A continuación, en la figura 21, se muestra de manera unificada los métodos de conservación 

evaluados en función del tiempo para cada una de las cepas estudiadas GIBI200 Y GIBI206. 

 

Figura 21. Porcentajes de Solubilidad del fósforo unificados. 

5.5.1 INDICES DE SOLUBILIZACIÓN DEL FÓSFORO 

A continuación, en la tabla 4 se evidencian los índices de solubilización del fósforo y en la figura 

22 los resultados dependiendo de la cepa estudiada y los métodos evaluados. 

Tabla 4. Indices de solubilidad del fósforo 

Índices de solubilización 

T GIBI200-
Aceite 

mineral 

GIBI200-
Agua 

destilada 

GIBI200-
Criopreser

vación 

GIBI200
-papel 
filtro 

GIBI206-
Aceite 

mineral 

GIBI206-
Agua 

destilada 

GIBI206-
Criopreser

vación 

GIBI206
-papel 
Filtro 

1 19,44 63,52 9,93 61,23 10,41 64,43 19,36 60,81 

2 33,06 67,58 61,61 58,44 21,78 64,79 67,06 50,57 

3 32,82 59,00 56,54 57,68 20,32 65,86 50,86 52,35 

4 22,46 73,34 60,89 72,84 35,57 63,95 66,25 37,75 

5 0,00 56,26 64,97 75,04 0,00 52,89 69,12 52,15 

T. Tiempo en trimestres 
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Figura 22. Índices de solubilización unificados 
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6. DISCUSIÓN  

6.1 DENSIDAD ÓPTICA 

Como se muestra en la tabla 5, Se escogieron densidades con un promedio de OD 600 nm 0,9 y 10 

obteniendo unas concentraciones estándar de 109 células/mL. Esto con el fin de que las alícuotas 

que se prepararon para cada método de conservación tuvieran la misma concentración de células 

a conservar y de esta manera garantizar que los recuentos y datos arrojados no tuvieran errores 

significativos. La cepa GIBI200 obtuvo un promedio de densidad óptica de 0.991± 0,131 y la 

cepa GIBI206 un promedio de 0.968 ± 0,125, obteniendo así una concentración ideal con la que 

se inició la conservación. 

 

6.2 DISCUSIÓN VIABILIDAD CELULAR  

6.2.1 MÉTODOS DE CRIOPRESERVACIÓN. 

Existen varios factores que pueden afectar la viabilidad y estabilidad durante el proceso de 

criopreservación de microorganismos, tales como: senescencia, la velocidad de congelación- 

descongelación, la temperatura de almacenamiento y el empleo de agentes crioprotectores. Estos 

compuestos crioprotectores son de gran afinidad por el agua. Estas sustancias protegen de 

posibles daños que se produzcan en las células microbianas al momento de congelar. Entre los 

crioprotectores más utilizados se encuentran el glicerol que fue utilizado en esta investigación, 

dimetilsulfóxido, leche descremada, inositol, sacarosa, glucosa, lactosa. (García M. y Uruburu F, 

2001).  



56 

 

Como se evidenció en la sección de antecedentes son pocas las investigaciones reportadas en 

cuanto a la conservación de la estabilidad genética y bioquímica de cepas como Bacillus subtilis 

y Bacillus pumilus. Sin embargo, algunos investigadores como la de ZdenekHubálek en el 2003, 

aunque no utilizó glicerol como agente de criopreservación, concluyó que  el método de 

criopreservación  garantizó una supervivencia a largo plazo de Bacillus subtilis, B. megaterium, 

Proteus y Micrococcus spp en tiempos superiores a 16 meses. 

Por otra parte, otros autores como Chiellini, C. y colaboradores en el 2016 encontraron que la 

criopreservación podría preservar hasta 14 meses soluciones estándar microbianas de 

Bacillus subtilis, esto nos da a entender que el método evaluado en este estudio fue acorde con 

los resultados obtenidos por otros investigadores destacados en investigaciones recientes. 

Como se observa en la tabla 7, para la cepa GIBI200, el mayor porcentaje de viabilidad celular 

en este método de conservación se alcanzó en el trimestre con un 94,44%, podemos observar que 

a medida que aumenta el tiempo de preservación disminuyen los porcentajes de viabilidad hasta 

un 69,9% en el trimestre 3. Igualmente se puede observar en la tabla 6 que la cepa GIBI206 

presentó el mayor porcentaje de viabilidad del 92,74% en el periodo 1 y terminó en el trimestre 5 

con 66,67%.   

Estos datos nos dan a entender que el método de criopreservación resulta adecuado y es 

conveniente para garantizar la viabilidad de bacterias en el tiempo. Este método ha sido utilizado 

ampliamente por múltiples autores, tales como Rodríguez Peña y Torres Lozano (2006), 

Pimienta Sandoval y Vergara Ordogoistia (2007) y Salazar G. y col (2011) quienes concluyeron 

que este método presenta la ventaja de ser accesible en cuanto a recursos económicos y 

complejidad estando al alcance de laboratorios microbiólogos y de investigación.  

https://www.sciencedirect.com.bd.univalle.edu.co/science/article/pii/S0011224003000464#!
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Al igual que Huertas y colaboradores en el 2006, podemos afirmar que los métodos de 

criopreservación a pesar de ser complejos y costosos, presentan los porcentajes más altos de 

viabilidad, esto, debido a que la reproducibilidad del proceso de congelación es altamente 

controlada, permitiendo que se conserven las propiedades bioquímicas y genéticas de las cepas y 

se prolongue la viabilidad por un largo período (años). 

6.2.2 VIABILIDAD CELULAR EN MÉTODOS DE PRESERVACIÓN CON AGUA 

DESTILADA. 

Después de corroborar que el mejor método de viabilidad es criopreservación para las dos cepas 

estudiadas GIBI200 Y GIBI206, pero considerando que este método requiere mayor esfuerzo 

inicial y equipamiento especializado y muchos laboratorios no lo tienen, el método de 

conservación en agua destilada presenta porcentajes de viabilidad molecular cercanos a los 

reportados para criopreservación. En este orden de ideas, se encontró que para la GIBI200 el 

porcentaje más alto de viabilidad molecular se alcanzó en el primer trimestre con un porcentaje 

de 96,24% y terminó el quinto trimestre con 56,99%.  Esto se evidencia en las tablas 6 y 7. 

Para GIBI206 el mayor porcentaje de viabilidad molecular se alcanzó en el primer trimestre con 

un 91,21% y finalizó el quinto semestre con 43,93%.  Estos resultados no fueron acordes a lo 

reportado en estudios de García y Uruburu en el 2005, donde el método de conservación en agua 

destilada obtuvo buenos resultados en porcentajes de viabilidad de microorganismos incluso en 

períodos a veces superiores a cinco años. Sin embargo, podemos destacar que para periodos 

cortos no superiores a 6 meses, esta técnica podrá ser utilizada por su fácil acceso y bajo costo. 
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Al igual que García y Uruburu en el 2005, otros autores como Cano en el 2014 y Nakasone en el 

2004, establecieron que el agua es un método de conservación con altos porcentajes de viabilidad 

en conservaciones con más de cinco años, debido a que el agua en el entorno evita cambios 

bioquímicos y morfológicos, dejando a los microorganismos en un estado de hipobiosis 

(disminución del metabolismo).  

En investigaciones recientes como las relacionadas con Sae-Jin KI y colaboradores en el 2014, 

establecen que la criopreservación como un área de la criobiología permite dilucidar los efectos 

de las bajas temperaturas en la vida materiales y sistemas, incluidas proteínas, células 

organismos completos 

6.2.3 VIABILIDAD CELULAR EN MÉTODOS DE PRESERVACIÓN CON PAPEL 

FILTRO 

Los métodos como el papel filtro no presentaron buenos porcentajes de viabilidad para este tipo 

de cepas en tiempos superiores a dos trimestres, en esta investigación se evidenció que para el 

primer trimestre la viabilidad de la GIBI200 mostrada en la tabla 7 fue del 94,67% y terminó el 

quinto trimestre en 8,87%. Por otra parte, GIBI206 mostrada en la tabla 6, presentó el mayor 

porcentaje de viabilidad en el primer semestre con 92,09% y finalizó al quinto semestre con 

11,299%. En este orden de ideas estos métodos de conservación en papel filtro garantizan 

viabilidad molecular en periodos cortos de tiempo debido a que se caracterizan por reducir el 

metabolismo de microorganismos aerobios y permiten mantener un sistema hidratado hasta 

cierto tiempo, este proceso es difícil de controlar en el tiempo, la humedad puede ser un factor 

decisivo en este método de conservación. Cabe resaltar que el éxito de la preservación de 

microorganismos no solo depende de la ejecución de cada técnica, sino también de las 

características fisicoquímicas del medio de suspensión, el tipo de microorganismo, el estado 
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fisiológico del cultivo, las condiciones del cultivo y la concentración de los microorganismos. 

(García M. y Uruburu F, 2005). 

6.2.4 VIABILIDAD CELULAR EN MÉTODOS DE PRESERVACIÓN CON ACEITE 

MINERAL. 

El método de conservación en aceite mineral ha sido ampliamente utilizado para la conservación 

de hongos especialmente, pero, es utilizado en bacterias como método a corto plazo por el alto 

riesgo de contaminación y mutación del cultivo (Onions 1971). Investigaciones realizadas por G, 

cárdenas, (2010) enfatizan que este método no es recomendable para bacterias,  como se 

demostró en las cepas GIBI 200 y GIBI 206 observadas en la figura 5 donde, los cambios que 

presentaron los microrganismos no fueron tan significativos  a los 3 y 6 meses de conservación 

considerándose evidencias macroscópicas (contextura, forma, modo de crecimiento, superficie, 

borde, tamaño) en las figuras 15 y 16 se observa que  las colonias continúan siendo iguales según 

las descripciones obtenidas a las 24 horas.  Además, la morfología microscópica no varió 

presentándose Bacillus gram positivos en la tinción de gram. Sin embargo, a partir del 3 

trimestre (9 meses) las colonias empiezan a presentar un cambio drástico tanto en el aspecto 

macroscópico cambiando su morfología y presentando un pigmento no propio de estos 

microorganismos como podemos observar en la morfología macroscópica. 

Además, se evidenciaron variaciones microscópicas, observando en la tinción de gram (bacilos y 

cocos gram positivos) lo que confirma la contaminación del medio. 

Para concluir, podemos decir que el método de conservación es viable a un corto plazo máximo 

de 6 meses para los microorganismos mencionados como se pudo observar. Por tanto, no se 

recomienda utilizar este método para un periodo mayor, ya que además se puede presentar una 
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actividad celular que induce a una alternancia de generaciones de tal manera que después de 

cierto tiempo las células conservadas serán descendientes lejanas de las iníciales (García-López y 

Uruburu-Fernández, 2000). 

6.3  SOLUBILIDAD DE FÓSFORO EN MÉTODOS DE CONSERVACIÓN. 

Una vez realizado el análisis descriptivo del porcentaje de eficiencia de solubilización en cada 

periodo de medición utilizando las medidas de tendencia central y de dispersión, se pudo 

observar los siguientes resultados. 

Los microorganismos han demostrado cumplir funciones que mantienen el equilibrio del suelo y 

apoyan el crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos, entre ellos la solubilización de 

fosfatos, por el cual se logra liberar el ion fosfato accesible para la planta. Este elemento se 

encuentra limitado en el suelo y es un nutriente vital después del nitrógeno para el desarrollo de 

la planta. (FAO 2013). El género Bacillus se ha destacado como un potencial solubilizador de 

fosfato y puede ser utilizado como biofertilizante que va a permitir obtener un producto agrícola 

de calidad y sin generar consecuencias al ambiente.  

 

En el estudio de Haike Antelmann et al, en el año 2000, se analizó la respuesta de Bacillus 

subtilis a la necesidad del requerimiento del fosfato, demostrando la inducción de algunos genes 

reguladores, específicamente el regulon Pho el cual se expresó debido al estrés ambiental, 

generando proteínas dependientes. Estas proteínas participan en la protección del ADN y de las 

membranas, además contribuyen en la supervivencia de condiciones ambientales extremas como 

el calor osmótico y el estrés oxidativo. 
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Como se evidenció en la sección Metodología, Para evaluar la solubilidad del   fósforo se utilizó 

la Ecuación 2, de esta manera se llegó a obtener los datos necesarios para construir las gráficas 

mostradas en la sección de resultados en la figura 21 podemos observar que la criopreservación 

permite mantener las propiedades bioquímicas y genéticas de las cepas GIBI200 y GIBI206 

garantizando que de ser empleadas en procesos agrícolas cumplan la función de activar 

indicadores de fosfato. 

 

En el trabajo realizado por Pragai et al,en 2001, evidenciaron que durante el estrés que produce 

la limitación de fosfato, bacterias como Bacillus subtilis responden activando algunos genes 

como los del regulon PhO, permitiendo que la célula transporte y utilicé el fosfato de manera 

más eficiente, aumentando de esta manera la accesibilidad de las fuentes de fosfato alternativas.  

 

Los genes del regulón PhO que son inducidos en respuesta son el gen phoA y gen phoB, los 

cuales codifican para fosfatasas alcalinas. La descomposición de la materia orgánica en el suelo 

se logra por acción de las bacterias que liberan el ion ortofostato desde estructuras unidas al 

carbono como se muestra en la Figura 23. 

 

 

 

 

Figura 23. Acción de las fosfatasas. Imagen Tomada de Plazas 2010 
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En esta investigación se evidenció en las figuras 21, 22 y tabla 8 que el mayor porcentaje de 

solubilización del fósforo fue en crio preservante para GIBI200 en el quinto trimestre con un 

porcentaje de 41,81% y un IS de 64.97 mm lo que indica que para este periodo de tiempo se 

llegó a solubilizar el fósforo con un radio de 0,65 cm en la placa con medio N-BRIP que indica 

pérdida de células en estos cinco trimestres de conservación. Igualmente, Para GIBI206, el 

mayor porcentaje de solubilización del fósforo se obtuvo por el método de criopreservación, al 

quinto semestre se obtuvo un porcentaje valor del 44,48% con un IS de 69,12 mm lo que nos 

lleva a pensar que la igual que el caso de GIBI200 se llegó a solubilizar el fósforo en un radio 

bajo, ente caso de 0,69 cm en la placa con medio N-BRIP indicando pérdida de células. 

 

En la figura 21 y tabla 8 podemos observar que para los métodos de Agua destilada tanto para la 

GIBI200 Y GIBI206 se alcanzaron los mayores porcentajes de solubilización de fosfato al 4 

trimestre con valores de 47,20% (IS 73,4) y 41,15% (IS 61,2) respectivamente. Estos datos 

encontrados son similares a los encontrados para el método de criopreservación lo que puede 

llevar a pensar que agua destilada es un buen método de conservación de estas cepas dado que en 

los primeros trimestres a diferencia de criopreservación se mantienen altos porcentajes de 

solubilidad y que los valores son cercanos teniendo en cuenta la desviación estándar de los datos 

y las incertidumbres en las mediciones del laboratorio.  De igual manera en la tabla 8 y figura 21 

se observa que para el método de papel filtro se alcanzaron valores de solubilidad cercanos a los 

reportados para agua destilada. Los porcentajes de solubilización del fósforo más altos 

reportados para este método en el estudio de la GIBI200 fue de 66,8% con un IS de 103, 79mm 

es decir que en el cuarto trimestre llego a solubilizar un radio de 10,3 cm en la placa con medio 

N-BRIP, siendo uno de los más altos considerando los demás resultados. Para GIBI206 los 
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porcentajes no fueron favorables al quinto trimestre únicamente se alcanzó un porcentaje de 

33,56% lo que no garantiza que hubo perdida de células. Es decir que par a esta cepa no fue 

efectivo el método de papel filtro. 

 

Finalmente, el método de aceite mineral (figura 21 y tabla 8) presentó los resultados menos 

favorables, el porcentaje de solubilidad del fósforo máximo alcanzado para GIBI200 fue de 

14,45% y para GIBI206 de 22,88% indicando valores de IS bajos en este caso de 22mm y 34mm 

respectivamente, indicando que los radios de solubilización fueron bajos lo que garantizaría que 

hubo una pérdida muy alta de células en los meses de monitoreo. Para el quinto trimestre se 

evidenció pérdida total de células. En este orden de ideas, este método de aceite mineral sería el 

más desfavorable y menos recomendado en cuanto a la eficiencia de solubilidad del fósforo. 

 

Finalmente, aunque no se alcanzaron los porcentajes reportados por García M. y Uruburu F, en el 

año 2000 podemos concluir que el mejor método de conservación es criopreservación 

considerando los resultados obtenidos para viabilidad y solubilización de fosfato. Sin embargo, 

el método de conservación de agua destilada puede ser una técnica efectiva en cuanto a 

viabilidad y solubilización de fosfato para periodos cortos de tiempo no superiores a 6 meses. 
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7. CONCLUSIONES 

Aunque en los últimos años han sido pocas las investigaciones relacionadas con la conservación 

de Bacillus subtilis GIBI200 y Bacillus pumilus GIBI206. Esta investigación logró corroborar 

resultados de investigaciones recientes en cuanto a métodos de conservación microbiana 

concluyéndose que el método de criopreservación presenta valores de viabilidad y solubilidad de 

fósforo superiores al 50%, Sin embargo, el método de conservación en agua destilada puede ser 

recomendado para periodos inferiores a cinco trimestres donde puede alcanzar porcentajes de 

viabilidad cercanos al 45% y son mucho más económicos. Aunque algunos datos fueron 

importantes en cuanto a viabilidad y solubilidad para el método de papel filtro, no alcanza 

estabilidad de los resultados en función el tiempo. 

El método de aceite mineral no fue eficiente para garantizar buenos porcentajes de viabilidad y 

solubilización del fósforo para Bacillus subtilis GIBI200 y Bacillus pumilus GIBI206, 

evidenciando pérdida total de las células en algunos casos. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

• Medir el método de conservación a un plazo superior a 15 meses con el fin de evaluar si 

continúa siendo eficiente en periodos más prolongados. 

• En el método de criopreservación utilizar un preservante diferente a glicerol como, por 

ejemplo, sacarosa al 10 %  (ZdenekHubálek et.al 2003) con el fin de evaluar si las células 

son las mismas al inocularse en otros tipos de preservantes. 

• En el método de aceite mineral es importante considerar para futuras investigaciones que 

los tubos donde se encuentra el microorganismo conservado por el aceite deben estar en 

un lugar fresco y oscuro para evitar la incidencia de la luz. 

• Es importante realizar correctamente el choque térmico 37℃ con el fin de reactivar las 

alícuotas criopreservadas y así poder garantizar la eliminación total del glicerol, ya que 

una vez descongelado éste se vuelve nocivo para las cepas en tiempos prolongados. 

• Para el método de conservación en papel filtro es muy importante desecar muy bien el 

papel para garantizar la eficiencia del método. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com.bd.univalle.edu.co/science/article/pii/S0011224003000464#!
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9. ANEXOS 

 

 

ANEXO 1. Datos generales  correspondientes al conteo de colonias por cada método de 

conservación en las primeras 24 horas  y por cada trimestre. 

 Los datos generales  correspondientes al conteo de colonias en las primeras 24  para GIBI200  y 

GIBI206 por cada trimestre se muestran a continuación en la tabla A1. 

Tabla A1. Conteo de colonias primeras 24 horas GIBI200 Y GIBI206 

Conteo de colonias 

Bacillus subtillis GIBI200 

24 HORAS 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 200 112 

2 201 130 

3 248 135 

PROMEDIO 216 126 

AGUA 

1 210 100 

2 189 110 

3 160 140 

PROMEDIO 186 113 

FILTRO 

1 120 110 

2 180 100 

3 208 130 

PROMEDIO 169 113 

Conteo de colonias 

Bacillus pumilus GIBI206 

24 HORAS 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 210 113 

2 213 154 

3 280 136 

PROMEDIO 234 134 

AGUA 
1 219 145 

2 220 123 
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3 279 140 

PROMEDIO 239 136 

FILTRO 

1 121 100 

2 200 99 

3 210 102 

PROMEDIO 177 100 

A Continuación en la tabla A2 se muestran los resultados de los conteos de las colonias de 

GIBI200 y GIBI206 por cada método y  en cada trimestre. 

Tabla A2. Conteo de colonias por  trimestre y método de conservacion GIBI200 

Conteo de colonias 

Bacillus pumilus GIBI206 

1 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 190 100 

2 210 130 

3 250 120 

PROMEDIO 217 117 

AGUA 

1 200 90 

2 199 102 

3 255 130 

PROMEDIO 218 107 

FILTRO 

1 101 85 

2 187 89 

3 203 99 

PROMEDIO 163 91 

2 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 160 90 

2 180 95 

3 156 94 

PROMEDIO 165 93 

AGUA 

1 126 85 

2 135 89 

3 144 87 

PROMEDIO 135 87 

FILTRO 

1 88 60 

2 76 50 

3 70 46 
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PROMEDIO 78 52 

3 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 155 88 

2 170 90 

3 155 87 

PROMEDIO 160 88 

AGUA 

1 115 84 

2 120 87 

3 134 89 

PROMEDIO 123 87 

FILTRO 

1 50 40 

2 40 30 

3 45 32 

PROMEDIO 45 34 

4 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 160 89 

2 165 92 

3 156 90 

PROMEDIO 160 90 

AGUA 

1 110 80 

2 122 83 

3 150 88 

PROMEDIO 127 84 

FILTRO 

1 30 25 

2 35 20 

3 25 15 

PROMEDIO 30 20 

5 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 162 90 

2 160 95 

3 145 94 

PROMEDIO 156 93 

AGUA 

1 100 84 

2 104 85 

3 110 88 

PROMEDIO 105 86 

FILTRO 
1 20 10 

2 25 10 
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3 15 5 

PROMEDIO 20 8 

 

Tabla A3. Conteo de colonias por  trimestre y método de conservacion GIBI206 

Conteo de colonias 

Bacillus subtilis GIBI200 

1 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 188 99 

2 190 123 

3 234 112 

PROMEDIO 204 111 

AGUA 

1 198 89 

2 178 100 

3 259 123 

PROMEDIO 211 104 

FILTRO 

1 100 88 

2 177 91 

3 203 100 

PROMEDIO 160 93 

2 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 150 89 

2 181 92 

3 164 94 

PROMEDIO 165 92 

AGUA 

1 127 86 

2 130 92 

3 143 95 

PROMEDIO 133 91 

FILTRO 

1 78 59 

2 69 49 

3 70 49 

PROMEDIO 72 52 

3 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 
1 170 78 

2 168 88 
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3 154 79 

PROMEDIO 164 82 

AGUA 

1 112 80 

2 120 87 

3 132 79 

PROMEDIO 121 82 

FILTRO 

1 45 40 

2 35 25 

3 38 29 

PROMEDIO 39 31 

4 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 156 86 

2 155 91 

3 143 88 

PROMEDIO 151 88 

AGUA 

1 100 79 

2 131 98 

3 154 87 

PROMEDIO 128 88 

FILTRO 

1 25 25 

2 38 16 

3 38 19 

PROMEDIO 34 20 

5 TRIMESTRE 

MÉTODO CAJA 107 108 

CRIO 

1 170 89 

2 165 78 

3 123 88 

PROMEDIO 153 85 

AGUA 

1 98 90 

2 100 76 

3 120 77 

PROMEDIO 106 81 

FILTRO 

1 15 10 

2 15 5 

3 15 5 

PROMEDIO 15 7 

 

ANEXO 2. Resultados de estadística descriptiva para solubilización del fósforo. 
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Tabla A2. Porcentajes de solubilización del fósforo para cada cepa, trimestre y método de 

conservación evaluado. 

 

T 

GIBI200-
Aceite 

mineral 

GIBI200-
Agua 

destilada 

GIBI200-
Criopreser

vación 

GIBI200-
papel 
filtro 

GIBI206-
Aceite 

mineral 

GIBI206-
Agua 

destilada 

GIBI206-
Criopreser

vación 

GIBI206-
papel 
Filtro 

1 12,51 40,88 6,39 39,41 6,70 41,47 12,46 39,14 

2 21,27 43,49 39,65 37,61 14,02 41,70 43,16 32,55 

3 21,12 37,97 36,39 37,12 13,08 42,38 32,73 33,69 

4 14,45 47,20 39,19 46,88 22,89 41,15 42,64 24,29 

5 0,00 36,21 41,81 48,29 0,00 34,04 44,48 33,56 
 

T corresponde al tiempo en trimestres. 
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ANEXO 3. 

 Prueba de solubilización de fósforo en medio N-BRIP 

Figura A2. Prueba de solubilización de fósforo en medio N-BRIP, cepa GIBI206. Se observa la 

solubilización de fosforo de cada una de las siembras (3 colonias) en cada placa y los halos que 

forman dependiendo del tiempo de incubación (24, 48, 72 horas) por cada método de 

conservación para el Trimestre 1 (T: 1).  De esta manera se realizó para cada cepa GIBI200 Y 

GIBI206 en cada trimestre (T 1,2,3,4, y 5).  
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ANEXO 4. 

Tablas de densidades ópticas 

 

DENSIDAD ÓPTICA 

  GIBI200 Desviación estándar GIB206 Desviación estándar 

1 0,123 ±0,15 0,923 ±0,2 

2 1,401 ±0,20 1,408 ±0,1 

3 0,724 ±0,07 0,844 ±0,06 

4 0,91 ±0,18 1,028 ±0,1 

5 1,441 ±0,17 1,161 ±0,15 

6 0,952 ±0,2 1,002 ±0,1 

7 0,9 ±0,11 0,954 ±0,2 

8 1,023 ±0,1 0,895 ±0,1 

9 0,954 ±0,1 0,983 ±0,1 

10 1,501 ±0,1 0,733 ±0,09 

11 0,87 ±0,12 0,892 ±0,1 

12 1,099 ±0,1 0,798 ±0,2 

Promedio 0,9915 ±0,131 0,968 ±0,125 
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ANEXO 5. Pruebas Estadísticas 

 

 Estadísticas descriptivas GIBI200 

Periodo 1 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 0.900 6.39 4.339 67.930 11.88 

Agua 30.570 40.880 5.712 13.974 48.590 

Papel filtro 18.570 39.410 21.272 21.272 47.510 

Aceite mineral 0.900 12.513 7.233 57.807 21.276 

Periodo 2 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 25.060 39.65 8.938 22.543 54.24 

Agua 28.390 43.490 13.077 30.067 66.340 

Papel filtro 19.340 37.610 7.945 21.125 45.700 

Aceite mineral  4.721 21.275 6.828 32.098 28.387 

Periodo 3 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 28.390 36.39 3.385 9.304 44.39 

Agua 19.890 37.970 7.697 20.271 46.460 

Papel filtro 18.570 37.120 9.791 26.378 47.340 

Aceite mineral  0.819 21.122 10.475 49.595 34.693 

Periodo 4 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 29,18 39.19 18.453 18.467 49.2 

Agua 43.480 47.200 3.207 6.795 55.160 

Papel filtro 63.890 66.880 2.069 3.094 69.760 



75 

 

Aceite mineral  0.000 14.450 15.637 108.193 38.590 

Periodo 5 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 51.430 41.81 3.349 5.600 32.19 

Agua 65.710 36.210 5.502 15.197 43.480 

Papel filtro 47.260 48.290 0.794 1.645 49.510 

Aceite mineral 0 0 . . 0 

 

Estadísticas descriptivas GIBI206 

Periodo 1 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 4.348 12.46 5.904 52.749 20.898 

Agua 29.030 41.470 7.142 17.223 46.600 

Papel filtro 31.030 39.140 5.713 14.599 44.440 

Aceite mineral  14.830 15.080 0.225 1.492 15.270 

Periodo 2 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 28.890 43.16 5.863 15.556 58.250 

Agua 28.800 41.700 8.594 20.611 50.910 

Papel filtro 25.830 36.990 6.679 18.056 47.790 

Aceite mineral  0 4.365 7.469 171.133 16.105 

Periodo 3 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 20.830 32.73 8.428 24.204 44.63 

Agua 31.680 42.380 7.414 17.494 50.250 

Papel filtro 26.070 39.340 7.046 17.910 45.000 

Aceite mineral  0 8.433 11.913 141.275 32.895 
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Periodo 4 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 40.680 42.64 7.311 14.438 44.60 

Agua 20.200 41.150 16.223 39.419 64.050 

Papel filtro 20.250 24.290 3.750 15.441 30.200 

Aceite mineral  28.890 34.020 4.639 13.635 40.430 

Periodo 5 

Método Mín. Media Desv. Est. Coef. Var (%) Máx. 

Crío 39.880 44.48 4.080 9.173 49.08 

Agua 30.670 37.940 3.822 10.074 41.180 

Papel filtro 21.210 36.030 9.090 25.229 41.620 

Aceite mineral  0 0 . . 0 
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