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RESUMEN

Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) son un
grupo de microorganismos que pueden ser la base para
la formulacién de biofertilizantes, estos son insumos que
reemplazan en gran medida a los fertilizantes fosforados
de tipo sintético cuya aplicacién desmedida ha causado
graves problemas a nivel ambiental. En esta investigacion
se aislaron 21 cepas de BSF presentes en la rizésfera de
cultivos de papa (Solanun: tuberosum), utilizando el medio de
cultivo selectivo NBRIP, evaluandose a nivel 7z vitro para
conocer su capacidad de solubilizar fosfato a través de
técnicas cualitativas como la determinacion del diametro
de halo de solubilizacién y cuantivativas para determinar
la cantidad de fosfato solubilizado en medio de cultivo
liquido por medio del método colorimétrico del azul de
molibdeno. Se lograron seleccionar dos cepas con potencial
pertenecientes a los géneros Enterobacter sp. y Streptococcus
sp., estos géneros bacterianos ya han sido reportados como
solubilizadores de fosfato en estudios previos y podtian
utilizarse para la realizacién de ensayos iz vivo con el fin de
evidenciar su capacidad biofertilizante en plantulas de papa.
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ABSTRACT

PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA
WITH BIO-FERTILIZER POTENTIAL
IN SOILS CULTIVATED WITH POTATO
(Solanum tuberosum)

Phosphate solubilizing bacteria (PSB) are a group of
microorganisms that can be the basis for the formulation
of biofertilizers which are input that can largely replace
synthetic phosphate fertilizers whose excessive applica-
tion has caused serious problems to the environment. In
this research 21 PSB strains present in the rhizosphere of
potato (Solanum tuberosum) crops were isolated using the
NBRIP selective culture medium and were evaluated
vitro to know their ability to solubilize phosphate through
qualitative techniques such as determination of the solu-
bilization halo diameter, and quantivative techniques to
determine the amount of phosphate solubilized in liquid
culture medium through the molybdenum blue colori-
metric method . It was possible to select two potential
strains belonging to the Enterobacter sp. and Streptococcus sp.
Genera. These bacterial genera have already been reported
as phosphate solubilizing in previous studies and could be
used for conducting 7z vivo trials in order to demonstrate
their biofertilizer capacity on potato seedlings.

Key words: phosphate solubilizing bacteria, biofertilizets,
soils, potato.
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INTRODUCCION

La agricultura intensiva en el trépico es una de las
causas mas frecuentes de contaminacién ambiental,
las actividades agricolas requieren de suelos 6ptimos
en términos de sus caracteristicas fisicoquimicas
y biolégicas para poder suplir las necesidades
alimentarias de la poblacién; sin embargo, estos
solo pueden obtenerse con la aplicacién constante
de agroquimicos. Se conoce que la demanda de
fertilizantes quimicos ha crecido en las ultimas
décadas y su consumo es cada vez mas habitual
(Moteno ez al., 2011); no obstante, se considera que
los agroecosistemas son ineficientes a causa de la baja
eficacia de los fertilizantes; se conoce que entre el 50
y el 70 % de dichos insumos salen del sistema suelo
en los lixiviados antes de poder ser tomados por las
plantas debido a que estas no los utilizan al mismo
tiempo, por lo que el suelo no es capaz de retenerlos
para una continua absorcion radicular (Chica, 2008).

Especificamente, para el cultivo de la papa (Solanum
tuberosum), Alvarado et al. (2009) afirman que se
requiere de una elevada disponibilidad de fésforo en
el suelo para favorecer el buen desarrollo radicular y
aéreo en la etapa de establecimiento de las plantulas;
este nutriente es fundamental para la formacion de
compuestos celulares ricos en energfa y acelerar la
fase de maduracion de la planta, asi como estimular
el crecimiento de las raices; sin embargo una gran
proporcion del fosfato inorganico soluble aplicado
a los suelos en forma de fertilizantes sintéticos es
rapidamente inmovilizado tras la aplicacion, haciéndose
no disponible para las plantas (Fankem ez a/., 2000).

De acuerdo con Soto (1998), en el cultivo de la
papa, la eficiencia en la extracciéon de todos los
nutrimentos es inferior al 10 % del total disponible
en el suelo y en el caso del P algo menos del 3 %;
por esta razén, se requiere aplicar altas cantidades de
fertilizante fosfatado. El uso excesivo de fertilizantes
en la agricultura es un problema que no solo
afecta a la economia desde el punto de vista de
costos de produccion, sino que también puede

generar desequilibrios en el suelo que perjudican
su fertilidad; ademas de provocar niveles elevados
de contaminacién ambiental (Yepis et al., 1999;
Gyaneshwar ef al., 2002).

Los insumos quimicos aplicados en los sistemas
agricolas establecidos en zonas de alta precipitacion
como los tropicos tienen la propiedad de que suelen
pasar casi directamente a través del suelo a las aguas
subsuperficiales o acuiferas, convirtiéndose en fuente
de contaminacién hidrica (Chica, 2008). Asimismo,
el uso creciente de fertilizantes ha contribuido a que
se genere una alta concentraciéon de nutrientes en
los cursos y espejos de agua superficial, generandose
problemas de eutrofizacion e hipereutrofizacion de
los recursos hidricos.

Por otra parte, Nziguheba y Smolders (2008) indican
que algunas trazas de metales pesados pueden llegar a
los suelos agticolas gracias a los fertilizantes minerales
y por lo tanto constituyen un riesgo potencial para
el ambiente y la salud humana. Debido a los largos
periodos de aplicacién se aumenta la concentracién
total de metales en el suelo, de ahi su concentracion en
la cadena tréfica (Jones e al., 1987). Los fertilizantes
fosforados son generalmente la mayor fuente de
trazas de metales, principalmente del cadmio, entre
todos los fertilizantes minerales sintéticos (Nicholson
et al., 2003).

Debido a los problemas ecolégicos comentados,
los cuales son provocados por el uso intensivo e
inadecuado de los fertilizantes minerales sintéticos en
especial los fosforados, la agricultura mundial en los
ultimos afios esta encaminada a fomentar estrategias
sostenibles que obtengan altos rendimientos con
bajas aplicaciones de agroquimicos; por lo que se ha
promovido la idea de fabricar productos de origen
organico o de tipo bioldgico que favorezcan la
recuperacion del recurso suelo; dentro de estos se
incluyen los biofertilizantes (Terry, 2001).

La biofertilizacion es una alternativa que permite
brindar a las plantas los nutrimentos necesarios para
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su desarrollo y reducir los costos de producciéon
por la disminucién de las tasas de aplicacién de
fertilizantes sintéticos, lo que indirectamente mejora
la calidad ambiental (Castilla, 2006). Estos fertilizantes
biolégicos son producidos gracias a la seleccion de
microorganismos benéficos presentes en los suelos,
conocidos como microorganismos promotores de
crecimiento vegetal o PGPM (por sus siglas en inglés)
(Beare ¢t al., 1997), algunos de estos microorganismos
muestran alta eficiencia a la hora de proveer los
nutrientes necesarios para las plantas en formas
realmente disponibles y asimilables debido a una serie
de transformaciones quimicas (Kadiri ez 2/, 2013).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato son un grupo
de PGPM que permite incrementar la eficiencia de la
adquisicion de fosfato por parte de las plantas a través
de la hidrolisis del fésforo a su forma inorganica
soluble conocida como ortofosfatos; los cuales se
pueden encontrar como iones monobasicos (H,PO
) y dibasicos (HPO,*) (Banerjee ez al., 2010). Estas
son las formas de fosfato asimilables por las plantas,
por esta razén se considera que estos organismos
son componentes fundamentales del ciclo del P
en el suelo (Deubel ef al., 2000; Chen ef al., 20006).
Souchie ez a/. (2000) afirman que la aplicacién de
microorganismos solubilizadores de fosfato como
in6culo en los suelos es una alternativa para mejorar
la disponibilidad de P en las plantas; ademas, se
conoce que la utilizacién de estos microorganismos
benéficos en la agricultura permite obtener mayores
rendimientos agricolas (Hedge ¢z al., 1999).

En Colombia, la agricultura ocupa un renglén
destacado en la economia; mientras que el
departamento de Boyaca es el segundo productor de
papa (Solanum tuberosum) a nivel nacional (Ministerio
de Agricultura, 2005); no obstante, areas protegidas

de este departamento tales como los paramos —
que son zonas estratégicas por su funcién como
abastecedores de agua— estan siendo utilizadas para
la produccién a gran escala de este cultivo, haciendo
que se vea afectada la calidad de sus suelos por la
constante aplicacién de agroquimicos en especial de
fertilizantes. Sin embargo, se conoce que estas zonas
muestran un potencial biotecnolégico importante
debido a las condiciones climaticas extremas a las
que se encuentran adaptadas las diferentes especies
que lo habitan especialmente los microorganismos
(Sturm y Rangel, 1985).

Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue el
de aislar y evaluar las bacterias solubilizadoras de
fosfato a partir de la rizostera de la Solanum tuberosum
establecidas en suelos de paramo con el fin de
seleccionar cepas promisorias /z vitro para la futura
realizacion de ensayos 7 vivo que permitan determinar
la capacidad biofertilizante de estos microorganismos
en plantulas de papa.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suelo

Se obtuvieron muestras de suelo a partir de cuatro
zonas de paramo cultivadas con papa (Solanum
tuberosum) en el municipio de Ventaquemada (Boyaca)
a una altura aproximada de 3200 msnm. De cada
cultivo se tomaron diez muestras de suelo rizosférico
que conformaron una muestra compuesta de 1 kg;
estas muestras fueron rotuladas y almacenadas en
refrigeracién para su posterior analisis microbiologico
y fisicoquimico. Las caracteristicas fisicoquimicas de
las muestras compuestas obtenidas se evidencian en

la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos estudiados

] P(ppm) meq/100g
T
Finca exturd  bH  %MO Brayll Al Ca Mg K _ Na _ CIC
Franco
El Rei“erdo arcilloso 507 19,67 57,03 258 245 020 037 008 568
(> arenoso
Villa Rosa Franco 472 1345 37,76 222 209 037 022 0,13 504
2 arenoso
Zar%l;e’os Otganico 52 212 188 10 348 044 112 005 669
LaEscuela  Franco 52157 605 10 204 016 011 007 338
4) arenoso

CIC: capacidad de intercambio catiénico.

Aislamiento de las bacterias solubilizadoras de
fosfato

Para el aislamiento de los microorganismos de interés
se utilizaron diluciones seriadas y siembra en medio de
cultivo selectivo NBRIP (National Botanical Research
Institute Phosphate growth médium) formulado
por Nautiyal (1999). Este medio contiene en (g/L):
glucosa 10; Ca, (PO4), 5; (NH)),SO, 0,1; KCI 0,2;
MgSO,7H,O 0,25; MgCl6H,O 5; agar 14; pH 7.
Las cajas se incubaron a 28 °C durante 14 dias, segiin
Nautiyal (e7 al., 1999) y Kadiri ez a/. (2013), al final del
periodo de incubacién se seleccionaron las bacterias
que mostraron actividad solubilizadora de fosfato la
cual se ve representada por la aparicion de halos claros
alrededor de las colonias (Chakraborty ez al., 2010). Se
realiz6 el proceso de purificacion de los aislamientos,
luego estos fueron criopreservados siguiendo el
protocolo sugerido por Sanchez y Corrales (2005)
puesto que se querfa consolidar un banco de cepas
para analisis posteriores.

Evaluacion cualitativa de la actividad
solubilizadora de fosfato

Las cepas de bacterias solubilizadoras criopreservadas
fueron reactivadas sembrando alicuotas de 10 pl. del
criovial después de su descongelacion en cajas de
agar nutritivo (Oxoid ®), estas fueron incubadas a 28
°C durante 24 horas, luego se realizé un subcultivo

por triplicado en medio de cultivo NBRIP sélido
obteniendo as{ tres réplicas del halo de solubilizacion
de cada aislado. A partir de los didmetros de los
halos de solubilizacién y los diametros de las
colonias bacterianas se pudo determinar la eficiencia
de solubilizacién de cada una de las cepas segun
Seshadri ez al. (2000). En este ensayo se utilizé la
cepa Psendomonas fluorescens IBUN P095) como cepa
control, dicha bacteria fue donada por el Cepario del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia y ha sido reportada como solubilizadora
de fosfato en estudios previos (Lara, 2007; Beltran,
2009).

Evaluacién cuantitativa de la actividad
solubilizadora de fosfato

Esta evaluacion se realizé por duplicado para cada
bactetia utilizando la prueba analitica Spectroquant®
Test fosfatos Merck®), cuyo principio se fundamenta
en el método del azul molibdeno sugerido por Chen
et al. (2006); siendo un procedimiento analogo al US
Standart methods 4500-P (APHA, 2012) adaptado a
las condiciones del ensayo. De cada aislado se realiz6
un cultivo en 10 mL de caldo nutritivo (Oxoid ®)
con incubacién a 28 °C durante 24 horas, luego
se tom6 1 mL del mismo y se centrifugo a 7000
rpm/5 minutos, se retir6 el sobrenadante y se llevo
la suspension bacteriana con solucion salina estéril al
0,85 % a DO de 1 2 541 nm. Se tomaron alicuotas de
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100 pL a partir de dicha suspension, se inocularon
en 50 mL del medio de cultivo NBRIP liquido (sin
agar bacteriologico) y fueron incubadas durante 14
dias a 28 °C.

Al final del proceso de incubacién se centrifugaron
los cultivos a 5000 rpm/5 minutos para podetr
medir el pH final del medio de cultivo (Charakborty
et al., 2010) y se tomaron alicuotas de 5 mL del
sobrenadante con el fin de realizar la prueba
colorimétrica para la determinacién de ortofosfatos,
se realizo la lectura en espectrofotometro a 690 nm
y se detecto la concentracion de fosfato soluble en
mg/L (ppm) gracias a la curva de calibracion realizada
usando como solucion patron KH, PO, (Naik e 4/,
2008; Banerjee ez al., 2010). En el ensayo, la cepa
control actué como control positivo del proceso y
el control negativo fue medio de cultivo sin in6culo.

Identificacién fenotipica de aislados
sobresalientes

La identificacién fenotipica de las bacterias que
mostraron potencial biofertilizante sobresaliente,
segtin los criterios de mayor eficiencia de solubilizacion
y de acuerdo con la proporciéon entre el tamafio del
diametro del halo y el tamafio de la colonia al igual
que las de mayor cantidad de fosfato solubilizado
en medio de cultivo liquido, se realiz6 empleando
el panel de identificacion BBL Crystal para gram
negativos entéricos no fermentadores 1D system y
BBL Crystal para gram positivos ID System (Becton
Dikinson, Spark, Maryland).

Analisis de resultados

Debido a que los datos generados en el estudio no
cumplieron el supuesto estadistico de normalidad
se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
por pares a un nivel de significancia del P=0,05
para verificar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre los aislamientos. Posteriormente
se realizé la prueba LSD al 5 % de significancia para
realizar las comparaciones multiples entre los aislados

en cuanto al diametro de halo de solubilizacion,
indice de eficiencia de solubilizacién, concentraciéon
de fosfato soluble en medio liquido y pH final del
medio de cultivo. Se realizé una prueba de correlacién
de Pearson entre el pH del medio y la concentracion
de ortofosfatos presentes en el medio de cultivo
al final del proceso de incubacién para conocer
la posible correlacion entre estos parametros. El
analisis estadistico de los datos se hizo con ayuda de
los programas MINITAB ® Release 14, Statistical
Software y Statgraphics plus version 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion cualitativa de la actividad
solubilizadora

En el proceso de aislamiento se lograron encontrar
21 cepas bacterianas con actividad solubilizadora de
fosfato en los suelos estudiados, las cuales fueron
codificadas segun el terreno en el que se aislaron; en
la Tabla 2 se puede observar el diametro de halo de
solubilizacién después de los 14 dias de incubacion
y la eficiencia de solubilizacién para cada uno de los
aislados. Es importante anotar que algunos de los
aislamientos bacterianos después de la reactivacion
no mostraron los halos de solubilizacién que si habian
mostrado con anterioridad en el mismo medio de
cultivo, estos corresponden a los aislamientos con
codigo 1-BSF-01, 3-BSF-01, 4-BSF-02, 4-BSF-05,
4-BSF-06, 4-BSF-09 y 4-BSF-10. Sin embargo, no
fueron descartados y se sometieron a la cuantificacion
de su actividad solubilizadora en medio de cultivo

liquido.

Se conoce que en ocasiones se puede mostrar
inestabilidad del caracter solubilizador en algunas
cepas después de varios ciclos de inoculacién (Kucey,
1983; Illmer & Schinner, 1995; Halder ¢ a/., 1990;
Reddy ez al., 2002; Osorio, 2010) lo cual podria
suponer una variacion en la expresion de los genes
que confieren el fenotipo solubilizador, que son
aquellos que codifican para la quinoproteina glucosa
deshidrogenasa (GDH) y la gluconato deshidrogenasa
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(GADH); siendo los componentes de la ruta de
oxidacion directa de la glucosa en los que se producen
diversos acidos organicos que son responsables de

la solubilizacién de fosfatos (Babu-Khan ez a/, 1995;
Pérez et al., 2007).

Tabla 2. Diametro de halo y eficiencia de solubilizacién por parte de las bacterias solubilizadoras

de fosfato aisladas de la rizésfera de papa (Solanum tuberosuns)

Codigo del aislamiento Diémetro de la

Diametro del halo de Indice de eficiencia

colonia(mm) solubilizacion(mm) (%)
1-BSF-01 2,0 0,0, 0,0,
1-BSF-02 3,7 2,7 4 75,6
1-BSF-03 2,0 2,0, 100,0
2-BSF-01 3,3 2,0, 61,1 .,
2-BSF-02 2,7 33, 1389 ..
2-BSF-03 3,0 2,0 722 .
3-BSF-01 2,0 0,0, 00,
3-BSF-02 2,0 1.3, 06,7 .
3-BSF-03 3,0 2,0, 72,2
3-BSF-04 2,0 23, 16,7, ,
3-BSF-05 1,3 1,7 150,0
4-BSF-01 10,0 23, 278,
4-BSF-02 3,0 0,0, 0,0,
4-BSF-03 8,0 6,3 .. 85,2 ..
4-BSF-04 6,0 9,3, 1556
4-BSF-05 2,0 0,0, 0,0,
4-BSF-06 4,0 0,0, 00,
4-BSF-07 0,7 77 15,1,
4-BSF-08 2,3 47, 4 200,0
4-BSF-09 2,0 0,0, 0,0,
4-BSF-10 2,0 0,0, 0,0,
Control + 3,3 1,3 41,7 .

BSF: bacteria solubilizadora de fosfato tricalcico a 0,5
%. Diametro de colonia, diametro del halo y el indice
de eficiencia de solubilizacién son promedio de tres
replicas. Control +: Pseudomonas fluorescens IBUN Pfl
095). Letras iguales no difieren significativamente
segun la prueba de LDS al 5 %.

Los halos de solubilizacién para las bacterias en
estudio, que si lo mostraron después del proceso de

reactivacion, oscilaron entre 1,3 mm para el aislado
3-BSF-02 y 9,3 mm para el aislado con cédigo 4-BSF-
04; en este caso, el control positivo cepa IBUNPH095
mostré un halo de solubilizacién de 1,3 mm; este
valor es bajo con respecto a la mayoria de los aislados
en estudio (Tabla 2). Los resultados obtenidos en
este ensayo son comparables a los reportados por
Beltran (2009), quien encontré halos de solubilizacién
para los aislamientos bacterianos provenientes de
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cultivos de arroz entre 1,66 y 8,33 mm; de igual
manera Fernandez e/ al. (2005), estudiando bacterias
solubilizadoras en suelos argentinos, encontraron
halos de solubilizacién entre 4 y 15 mm.

Sin embargo los resultados de este estudio son
inferiores a los reportados por Fankem ez a/. (2000),
quien aisl6 bacterias solubilizadoras en plantaciones
de palma de cera encontrando halos de solubilizacién
para fosfato tricalcico que oscilaron entre 21 y 41,63
mm. Se conoce que la variacion entre el diametro de
halo entre aislados sugiere la existencia de diferentes
grados de actividad solubilizadora (Pérez ez al., 2007).

En cuanto al indice de eficiencia de solubilizacion se
puede observar que el aislado con codigo 4-BSF-08
mostr6 una eficiencia del 200 %, a pesar de no tener
un tamafio de halo tan grande el control positivo
mostrd un indice de eficiencia del 41,7 % (Tabla 2);
el cual es un valor inferior al que se puede evidenciar
para la mayoria de los aislados bacterianos en estudio.
En la investigacion realizada por Fankem ez a/. (2000)
se reportaron porcentajes de eficiencia de hasta 2,3
%, que son valores inferiores a los encontrados en
esta investigacion. Alikhani ez a/. (2006), estudiando
la actividad solubilizadora de rizobios nativos de
suelos en Iran, encontré eficiencias de solubilizacion
de hasta 248 %; estos son valores comparables a
los registrados en esta oportunidad. Dentro de los
aislamientos evaluados en suelos venezolanos por
Pérez et al. (2007) se encontraron eficiencias de hasta
375 %; superiores a las reportados en este estudio.

Evaluacion cuantitativa de la actividad
solubilizadora

En este andlisis se pudo observar que la totalidad
de bacterias evaluadas cuantitativamente mostraron
actividad solubilizadora, a pesar de que algunas
no mostraron halo de solubilizacion en medio de

cultivo sélido. Esta situaciéon también se evidencio
en el trabajo realizado por Deubel y Merbach (2000),
quienes evaluaron ocho cepas solubilizadoras de
fosfato tricalcico encontrando que solo dos de ellas
mostraron un halo de solubilizacién en medio solido;
mientras que una de las que no lo mostré fue la mas
eficiente a la hora de solubilizar en medio liquido.

En la Tabla 3 se evidencia la actividad solubilizadora
de fosfato en medio NBRIP liquido por parte de
los aislamientos bacterianos y el pH final del medio
de cultivo. Se puede evidenciar que el aislado que
present6 la mayor actividad fue el 4-BSF-04 que
solubiliz6 3026,1 mgPO, /L (ppm) y el que mostro la
menor actividad fue el 3-BSF-01 que solubilizé solo
2,0 mgPO, /L (ppm). Gran parte de los aislamientos
presentaron actividades superiores a la registrada por
el control positivo, el cual fue de 1214,2 mgPO, /L.

(Ppm).

BSF: bacteria solubilizadora de fosfato tricalcico a 0,5
%. Control +: Pseudononas fluorescens IBUN Pfl 095).
Actividades reportadas son promedio de dos replicas.
Letras iguales no difieren significativamente segin la
prueba de LDS al 5 %.

A pesar de que segun el analisis estadistico de datos
algunos aislamientos no son diferentes entre ellos en
cuanto a su capacidad solubilizadora tal como es el
caso de las cepas con c6digo 3-BSF-01 y el 1-BSF-01;
es evidente que las concentraciones de ortofosfatos
registrados para los aislamientos en estudio son
heterogéneas, esto podtia explicarse gracias a procesos
de induccién o represion del sistema enzimatico
responsable de la solubilizacion (Illmer & Schinner,
1995). Se conoce que la solubilizacién de fosfatos
es un fenémeno que depende de muchos factores
incluidos las condiciones fisiolégicas, nutricionales y
de crecimiento de los cultivos sometidos a evaluacion
(Chen et al., 2006; Chun-qiao ez al., 2013).



14

Mayra Eleonora Beltrin-Pineda

Tabla 3. Cuantificacion de fosfato solubilizado en medio de cultivo NBRIP liquido y pH final del medio de cultivo
por parte de las bacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de la rizésfera de papa (Solanum tuberosum)

AISLADO pH [PO,] en mg/L
1-BSF-01 6,0, 2141,
1-BSF-02 6,0, 1154
1-BSF-03 7,0, 433,7
2-BSF-01 50, 14074
2-BSF-02 50, 1313,9
2-BSF-03 50, 12425
3-BSF-01 6,0, 20,
3-BSF-02 6,0, 419,
3-BSF-03 6,0, 345,
3-BSF-04 50, 5849
3-BSF-05 6,0, 130,1
4-BSF-01 6,0, 1522
4-BSF-02 50, 3140,6
4-BSF-03 50, 2819,2
4-BSF-04 50, 3026,1
4-BSF-05 4,5 25839
4-BSF-06 6,0, 205,8
4-BSF-07 55 1505,1 ,
4-BSF-08 55 1259,3
4-BSF-09 50, 2160,6 ,
4-BSF-10 50, 29873
Control + 50, 1214,2 |

Los resultados obtenidos en esta investigacioén
son superiores a los reportados en varios estudios
entre ellos el realizado por Fernandez ef al. (2005),
que encontraron actividades de hasta 241 ppm de
fosforo soluble en cepas bacterianas aisladas de suelos
argentinos; Fankem ¢z a/. (2006), evaluando bacterias
aisladas de la rizosfera de palma de cera, encontraron
actividades de hasta 308,3 ppm de fosfato soluble por
parte de uno de sus aislamientos y Chen ez a/. (2000)
encontraron concentraciones de hasta 519,7 ppm
de fosfato soluble para bacterias solubilizadoras de
fosfato en suelos de Taiwan.

Naik ez al. (2008), estudiando la diversidad genética
y funcional de cepas de Psendomonas fluorescens

solubilizadoras de fosfato aisladas de suelos
rizosféricos, encontraron actividades de hasta 105
ppm de fosfato soluble. Por su parte Oliviera ez al.
(2008), estudiando microorganismos solubilizadores
de fosfato en suelos brasilefios cultivados con maiz,
encontraron concentraciones de P soluble de hasta
200 ppm para sus aislamientos bacterianos.

En este estudio se pudo observar que la mayorfa
de los aislados acidificaron el medio de cultivo con
respecto al pH inicial del mismo, el cual fue de 7,0
con excepcion del aislado 1-BSF-03 que no exhibié
disminucién del pH del medio al final del tiempo
de incubacién (Tabla 3). Estos resultados también
fueron encontrados por Fankem ¢ 2/ (2006), Chen
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et al. (2000), Naik ez a/. (2008) y Banerjee (2010).
Existen algunos reportes que indican que la liberacion
de H" para balancear la toma de NH, " por parte de
microorganismos participa en la disminucion del
pH del medio de cultivo y aumenta la solubilidad
de los fosfatos inorganicos (Gyaneshwar ez al., 2002;
Scervino ez al., 2010; Chun-qiao e7 al., 2013).

No obstante, se conoce que la solubilizacién de
fosfatos no se correlaciona necesariamente con
la acidez; Kim ez a/. (1997) indicaron que algunos
aislamientos que no producen dcidos organicos,
los cuales son los principales responsables de la
acidificacion del medio, solubilizan fosfato indicando
que otras sustancias pueden estar implicadas en el
proceso de solubilizacion. Se conoce que la capacidad

de solubilizacién depende de la naturaleza de la fuente
de nitrégeno usada en el medio de cultivo (Beltran,
2014) y que el proceso también se puede deber a
la excrecién de sustancias quelantes tales como los
sideroforos que forman complejos estables con
absorbentes de fésforo incluyendo al hierro, aluminio
o calcio, liberando el fosfato ligado a estos elementos

(Welch ez al., 2002).

En la Figura 1 se puede observar el analisis de
correlacion entre el pH final del medio de cultivo
y la concentracién de ortofosfatos en el medio
después del proceso de incubacion, en este analisis
se evidencia que existe una relacion lineal negativa
estadisticamente significativa entre estas dos variables
(r: -0,674 y p: 0,000).

7.04 . .
Pearson correlation of pH and (PO4) en mg/L =-0.674
6.5 P-Value = 0.000
6.0
==
=7
5.5
5.0
4.5 »
T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

(PO4) en mg/L

Figura 1. Correlacion lineal entre el pH final del medio de cultivo y la concentracion de ortofosfatos liberados.
Se evidencian el coeficiente de correlacién de Pearson y el valor P.

En esta investigacion la mejor bacteria solubilizadora
de fosfato desde el punto de vista cuantitativo también
fue sobresaliente en la evaluacion cualitativa, pues fue
la que present6 el diametro de halo de solubilizacién
mas grande; mientras que la bacteria que mostré la
menor cantidad de fosfato solubilizado no mostro

halo de solubilizacién en la evaluacion cualitativa. No
obstante, en estudios previos, se ha reportado que en
algunos casos se presentan resultados contradictorios
entre la detecciéon del halo en medio sélido y la
solubilizacién en medio de cultivo liquido (Rodriguez
et al., 1999).
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Identificacién fenotipica de aislados
sobresalientes

La mejor bacteria solubilizadora de fosfato en términos
de la proporcién tamafio de didmetro halo y tamafio
de didmetro de la colonia es el aislamiento con cédigo
4-BSF-08 que segin el sistema de identificacion BD
BBLCRYSTAL™ para gram positivos, corresponde
a la especie Streptococeus porcinus, este género bacteriano
ha sido reconocido por solubilizar fosfato en el estudio
realizado por Kadiri ¢f a/. (2013) en suelos de la India;
ademas, ha sido reportado como habitante de la
rizéstera de trigo (Rawat ez al., 2011) y otras gramineas
como el millo petlado, también se ha identificado su
capacidad de producir acido indél acético y solubilizar
fosfatos (Prashar e# al., 2012).

Por otra parte la bacteria con cédigo 4-BSF-04
presentd las mejores caracteristicas de solubilizacién
de fosfatos en medio de cultivo liquido y segun el
sistema de identificacion BD BBLCRYSTAL™
para microorganismos entéricos no fermentadores
corresponde ala especie Enterobacter cloacae, este género
bacteriano ya ha sido reportado en la literatura como
solubilizador de fosfatos en suelos (Toto e¢# al., 1997;
Rodriguez ¢t al., 1999; Villegas ¢ al., 2001; Chung ¢t al.,
2005; Haameda ez al., 2008; Souchie ¢ al., 2006; Guang-
Can ¢t al., 2008 y Kaditi ¢z al., 2013); ademas, el género
es un buen productor de auxinas por lo tanto juega
un rol en la promocién de crecimiento vegetal de cafia
de aztcar (Naomi ez al., 2012); finalmente, la especie
bacteriana . ¢boacae ha sido reportada por colonizar
la rizéstera y promover el crecimiento de plantas de
arroz (Shankar ez al., 2011).

CONCLUSIONES

Se lograron aislar y evaluar 21 cepas bacterianas
solubilizadoras de fosfato, de las cuales dos se
destacaron por sus propiedades de solubilizacion
de fosfato 7z vitro: las pertenecientes a los géneros
Enterobacter y Streptococcus. Estos géneros han sido
detectados en varios tipos de suelo y son reconocidos
como promotores de crecimiento vegetal ya sea

por su propiedad de solubilizar fosfatos o por la
produccién de auxinas o acido indél acético en varios
estudios (Rodriguez ez al., 1999; Villegas ez al., 2001;
Chung ¢# al., 2005; Haameda e7 al., 2008; Souchie ez
al., 2006; Guang-Can ez al., 2008; Kadiri ez al., 2013;
Naomi ¢/ al., 2002; Shankar e al., 2011; Rawat ¢/ al.,
2011; Prashar ez al., 2012).

No obstante, se requiere investigar a profundidad
acerca de la identidad de estos microorganismos
desde el punto de vista molecular y acerca de sus
capacidades de promocién de crecimiento vegetal a
nivel de invernadero y de campo, asi como estudios
que permitan conocer su dinamica en la colonizacion
de raices que es un rasgo esencial de un potencial
biofertilizante (Kloepper & Beauchamp, 1992).

St al comprobar la efectividad de estos aislamientos
a nivel 7z vivo se obtienen buenos resultados, estos
microorganismos servirfan como base para la
formulaciéon de biofertilizantes comerciales que al
ser aplicados en los suelos podrfan sustituir en gran
medida a las estrategias de fertilizacion tradicional; ya
que se conoce que el manejo de la fertilidad del suelo
usando biofertilizantes es uno de los componentes
basicos de la agricultura sostenible por sus efectos
benéficos sobre el medio ambiente al disminuir la
aplicacion de insumos quimicos (Kadiri ¢f a/., 2013).
Finalmente debido a que los microorganismos
rizosféricos tienen una importante contribucioén en la
degradacion y remocion de contaminantes (Salgado
et al., 2012) se deberfa evaluar en estudios posteriores
la capacidad de estos aislamientos para degradar
agroquimicos en general.
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