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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar y evaluar microorganismos nativos
fosfato solubilizadores a partir de muestras de suelo en zona rural del departa-
mento de Cordoba. Se realizé un aislamiento primario en medio SMRST en el cual
Se observo la aparicion de halos de solubilizacion; al mismo tiempo se realizd una
caracterizacion macroscopica y microscépica de las colonias. Se observo, como
poblacion predominante bacilos Gram negativos con un porcentaje del 93%. Se
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realizo el andlisis cualitativo de las cepas aisladas en el medio NBRIP en
esta fase fueron seleccionadas las cepas que presentaran IS mayores de 3
mim Las cepas seleccionadas por su capacidad fosfato solubilizadora fueron
analizadas mediante el sistema APl 20 E y API 20 NE. Las bacterias aisladas
correspondieron a: Burkoldelia cepacia, Enterobacter cloacae, Pantoea sp,
Aeromonas hydrophila, Enterobacter nakasaki. Burkoldelia cepacia fue el
microorganismo con mayor capacidad fosfato solubilizadora y fue utilizado
para realizar un pequefio un ensayo en semillas de rabano (Rhapanus sa-
tivus). Se encontro que a una concentracion de 108 UFC/mL los resultados
fueron favorables en el crecimiento y en el peso fresco de la planta.

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize and evaluate native phosphate
solubilizing microorganisms from soil samples in the rural area of Cordoba.
Primary isolation was performed in the middle SMRS1 in which we obser-
ved the appearance of halos of solubilization, at the same time there was a
macroscopic and microscopic characterization of the colonies. Was obser-
ved, as gram-negative bacilli predominant population at a rate of 93%. We
performed qualitative analysis of the strains isolated NBRIP supplemented,
at this stage were selected for strains that showed greater than 3 mm IS
strains selected for their ability to solubilize phosphate were reviewed using
the APl 20 E and API 20 NE. The isolated bacteria were: Burkoldelia cepacia,
Enterobacter cloacae, Pantoea sp, Aeromonas hydrophila, Enterobacter
Nakasaki. Burkoldelia cepacia was the microorganism most phosphate so-
lubilizing capacity and was used to conduct a small trial in radish (Rhapanus
sativus) seeds. It was found that a concentration of 108 CFU / mL the results
were favorable for growth and fresh weight of the plant.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar nativa microrganismos
solubilizadores de fosfato a partir de amostras do solo na area rural de Cor-
doba. Isolamento primario foi realizado no SMRS1 meio em que Se observou
0 aparecimento de halos de solubilizacdo, ao mesmo tempo, houve uma
caracterizagdo macroscaopica e microscopica das colonias. Observou-se,
como gram-negativos populagdo bacilar predominante, a uma taxa de 93%.
Foi realizada uma analise qualitativa das cepas isoladas NBRIP completados,
nesta etapa foram selecionados para as estirpes que apresentaram maior
do que 3 mm é cepas selecionadas por sua capacidade de solubilizagao
foram analisados utilizando a API 20 E e API 20 NE. As bactérias isoladas
foram: Burkoldelia cepacia, Enterobacter cloacae, Pantoea sp, Aeromonas,
Enterobacter Nakasaki. Cepacia Burkoldelia foi 0 microrganismo mais ca-
pacidade de solubilizagdo de fosfato e foi usado para realizar um pequeno
teste em sementes de rabanete (Rhapanus sativus). Verificou-se que uma
concentragdo de 108 UFC / mL, os resultados foram favoraveis para o
crescimento eo peso fresco da planta.
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INTRODUCCION

El fosforo (P) es un nutriente esencial para el desarrollo
de las plantas; desempefia un papel fundamental en la
sintesis de proteinas, biosintesis de lipidos, sintesis de
clorofila, compuestos carotenoides, metabolismos de
los acidos organicos, biogénesis de los glucidos, entre
otros [1]. El fosforo es el segundo elemento limitante
en las cosechas, después del nitrdgeno, debido a su
gran insolubilidad; para que pueda ser asimilado, es
necesario que se encuentre como una de las formas de
ortofosfato: PO,H, 0 PO,H?en la disolucion del suelo.
La mayor parte del fosforo inorganico es absorbido en
las plantas en forma de PO,H,"y en menor proporcion
como PO [1, 2].

Algunas especies microbianas del suelo tiene la ca-
pacidad de convertir las formas insolubles del fosforo
en formas asimilables para las plantas; la accion de
solubilizacion puede generarse a través de procesos
como produccion de acidos organicos, quelacion e in-
tercambio de reacciones [3]. El acido oxalico,produgido
por, microorganismos pueden quelar el Ca ,Mg vy
Fe, desestabilizando asi el mineral de procedencia del
fosfato para finalmente solubilizarlo [4]. El mecanismo
mas usado por las poblaciones microbianas para solu-
bilizar el fosfato es a través de la produccion de acidos
organicos, los cuales actuan sobre formas insolubles,
fosfato triclcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y
roca fosforica.

Los acidos organicos permiten que haya solubilizacion
debido a que la presencia de estos implica un descenso
en el pH hasta valores aproximados a 2; valores necesa-
rios para que se pueda llevar a cabo la solubilizacion. La
produccion de acidos organicos a partir de la fermen-
tacion de la glucosa da como resultado la acidificacion
de las células y sus alrededores [5].

Las bacterias que solubilizan activamente el fosforo
representan un 10 % de la poblacion microbiana del
suelo. Un mecanismo indirecto ocurre cuando los
microorganismos asimilan directamente los fosfatos
insolubles acumulandose en sus células y liberandolos
posteriormente Dentro de los géneros encontrados
se conocen los hongos como Aspergillus, Fusarium
y Sclerotium. Un segundo grupo lo constituyen los
Actinomycetes, y las bacterias entre las que se pueden
mencionar a Bacillus, Flavobacterium, Burkholderia,
rizhobium y Pseudomonas [6].

El departamento de Cordoba al igual que otros departa-
mento de Colombia basa gran parte de su economia en
el sector agricola, siendo sus cultivos mas importantes
€0Co, sorgo, maiz, arroz, platano, yuca y algodon;
estos suelos tropicales no escapan de la problematica
ocasionada por la deficiencias en el fosforo y por esta
razon los agricultores se ven en la necesidad de recurrir
a los fertilizantes quimicos aumentando los costos en
la produccion.

Conociendo la importancia del fosforo para el 6ptimo
desarrollo de las plantas y la problematica que envuelve
su deficiencia en los cultivos, el objetivo del presente
trabajo de investigacion fue caracterizar y evaluar mi-
croorganismos nativos fosfato solubilizadores a partir
de muestras de suelo en el departamento de Cordoba.

METODO.
Sitio de muestreo

Se realizd un muestreo aleatorio de los suelos, en
la finca “Las guayabas” ubicada en sector rural del
municipio de Monteria; altura promedio de 20 msnm,
precipitacion 1200 — 1300 mm, humedad relativa 80
—90 % y temperatura, 25-32 °C. Se escogieron al azar
muestras de suelo (rizosfera) de cultivo de guayaba
agria (Psidium araca), zonas sin cultivar (rastrojos),
maleza y materia organica en descomposicion. Se midio
de pH a las muestras de suelos obtenidas.

Aislamiento de las bacterias solubilizadoras

Se tomaron 4g de muestra previamente homogenizadas
y se adicionaron a 36 ml de solucion salina (0.85%); a
partir de ésta se realizaron diluciones seriadas de 10
a 105, Las bacterias fueron aisladas usando medio
SMRS1 que contenia purpura de bromocresol como in-
dicador de pH, sulfato de amonio y extracto de levadura
como fuente de nitrdgeno, cloruro de sodio y potasio
para regular la presion osmatica y otros componentes
como sulfato de magnesio, sulfato de hierro como
cofactores enzimaticos [7].

Las condiciones de crecimiento fueron: temperatura de
27°C y tiempo de incubacion de 48 a 72 horas hasta
observar crecimiento y presencia de solubilizacion al-
rededor de las colonias. Se seleccionaron las colonias
que presentaron halos de solubilizacion y se realizaron
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pases celulares en medio SMRS1, por la técnica de
agotamiento en placa, a temperatura de 27°C durante
72 horas, con el objetivo de obtener cepas puras.

Evaluacion cualitativa de la solubilizacion de fosfato

La capacidad cualitativa de solubilizacion se determino
en medio NBRIP [8]. Las cajas de NBRIP inoculadas
con cada una de las cepas puras se incubaron a 28
°C durante 7 dias hasta la aparicion de halos claros.
El tamano de los halos se calculo segun el indice de
solubilizacion: IS=A/B (A: diametro de la colonia +
diametro del halo y B: didmetro de la colonia) [9] y
se seleccionaron las cepas que mostraron indices de
solubilizacion mayores a los 3 mm; las mediciones se
realizaron alos 3 y 7 dias respectivamente después de
lainoculacion, con el fin de evaluar el comportamiento
de las cepas a través de los dias.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Caracterizacion macroscopica y microscdpica de
las colonias.

Se realizo la identificacion de las colonias teniendo
en cuenta caracteristicas macroscopicas de forma,
color, tamano y consistencia utilizando medios selecti-
vos. Se identifico la morfologia microscopica mediante
tincion de Gram y caracteristicas fenotipicas y bioqui-
micas de acuerdo al manual Bergey’s [10]; se realizo
prueba catalasa y oxidasa. Se utilizaron ademas los
kit de identificacion API20NE y API20E (bioMérieux)
y el programa informatico de identificacion APIWEB™.

Ensayos preliminares en plantas de rabano

Para la prueba se escogid |a bacteria que mejor re-
sultado demostrd cualitativamente en la solubilizacion
de fosfato es decir la de mayor IS; se prepararon dife-
rentes concentraciones del microorganismo: 10°, 107
y 108 UFC en caldo nutritivo a temperatura ambiente
(28+2°C), manteniendo una agitacion constante de 150
rpm en un shaker por un periodo de 24 horas; a éstos
preparados se les llamo Bioinoculantes.

Se utilizo la semilla comercial “Rabano Crimson Giant
Variedad” (Instituto Colombiano Agropecuario, ICA).
Las plantas de rabano se desarrollaron en predios de
la Universidad de Cordoba, a temperatura promedio
de 29°C y humedad relativa de 79%; el suelo utilizado

fue de textura arcillosa [11]. No se utilizd ningun tipo
de plaguicida.

Durante un tiempo de 60 minutos las semillas fueron
embebidas en los bioinoculantes hasta cubrirlas y
posteriormente fueron sembradas; se realizaron cuatro
tratamientos como son:

Tratamiento 1 (control): Semillas sin ningun tipo de
tratamiento.
Tratamiento 2: Semillas tratadas con el bioinoculante
108 UFC/ml.
Tratamiento 3: Semillas tratadas con el bioinoculante
107 UFC/ml.
Tratamiento 4: Semillas tratadas con el bioinoculante
108 UFC/ml.

Posterior al tratamiento aplicado a las semillas, se reali-
z0 la siembra de estas en canastas las cuales presentan
30 divisiones cada una, usando media canasta (15
divisiones) para cada tratamiento. Las semillas fueron
sembradas a 1 centimetro de profundidad, colocando
una semilla en el centro de cada espacio de la canasta,
para un total de 30 semillas por caja.

Alfinalizar el ensayo preliminar a los 8 dias se evaluaron
los siguientes parametros biométricos [12, 13]: a)
longitud de la planta (cm): se midio desde la base del
tallo hasta la hoja mas larga de cada una de las plantas
muestreadas; b) Longitud de la raiz (cm): se realizo la
medicion de la raiz principal de cada planta muestreada;
c) peso fresco de la planta (mg): se peso en una balanza
analitica cada una de las plantas muestreadas, recién
extraidas del suelo.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos de pH indicaron valores entre
6.6 — 7.4. Las condiciones en que se encuentra el pH
del suelo son determinantes para la solubilizacion del
fosfato; cuando los suelos presentan pH muy acidos,
la solubilidad del aluminio y el hierro es elevada, y
estos elementos se precipitan con el fosforo en forma
de compuestos insolubles, no aprovechables para
las plantas; a su vez, con un pH alcalino también es
limitada la disponibilidad del fosforo por la formacion
de fosfatos de calcio (apatitas) insolubles. A valores de
pH cercanos a la neutralidad se presume una dindmica
alta de los fosfatos de calcio apatitico y no-apatitico,
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Figura 1. Halos de solubilizacion de fosforo

que se solubilizan con mayor facilidad [14]; también
los microorganismos realizan la mayor mineralizacion
del fosforo organico [14].

Bacterias aisladas

Se obtuvieron un total de 61 bacterias con capacidad
solubilizadora de fosfato. (Figura 1)

Las bacterias que solubilizan activamente el fosforo
representan un 10 % de la poblacion microbiana del
suelo. Se trata fundamentalmente de microorganismos
como Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium, Pseu-
domonas y algunos hongos [6]. Mediante el uso de la
coloracion de Gram, se logro evidenciar que la mayoria
de las bacterias aisladas correspondian a bacilos Gram
negativos (93%); éste dato concuerda con estudios
realizados por otros autores [15]; de manera similar
[16] en suelos amazodnicos se reportan baterias como,
Pseudomonas spp, Pcepacea, Pgladioli, Xanthomonas
spp, X.maltophilia, Enterobacter agglomerans, todas
estas bacilos Gramnegativos.

Enlainvestigacion también se encontraron bacilos Gram
positivos (5%) y cocos Gram positivos (2%).

Evaluacion cualitativa de la solubilizacion de fosfato
Los resultados tras la medicion de los indices de solu-

bilizacion (IS), arrojaron valores desde 1.5 hasta 4.2
mm. Los halos de solubilizacion fueron medidos al

Tablat. indices de solubilizacion (IS)
seleccionadas.

de las cepas

3 Dias 7 Dias
Cepas
D.T.(mm) IS(mm) | D.T.(mm) 1S(mm)

Riz3 10 2.0 16 3.2
Riz5 10 20 17 38
Riz9 11 2.2 18 40
Riz 11 12 24 18 42
Riz 15 6 25 10 33
Ras 2 5 25 7 35
Ras 3 8 38 12 40
Ras 4 4 30 9 37
Ras 8 6 20 9 3,0
Ras 10 5 25 8 40
Ras 11 6 3,0 8 4.0
Ras 12 5 25 8 40
Ras 13 7 23 10 33
Sab 1 6 20 9 3,0
Sab 2 10 25 15 3.8
Sab 3 7 23 11 3,6
Sab 4 8 20 13 3.2
Sab 5 8 26 12 40
Sab 6 1 27 16 40
MO3 3 15 6 3,0

Diametro total del halo (D.T.), Indice de solubilizacién (IS).

tercer y séptimo dia respectivamente. Se observo que
para algunas cepas este intervalo de tiempo era de gran
provecho pues el halo total aumentaba de tamano y
el tamano de la colonia se conservaba, obteniéndose
de esta manera buenos indices de solubilizacion. Caso
contrario ocurria con algunas cepas que Se detenian en
la formacion del halo total y en algunos casos aumen-
taba el tamano de la colonia obteniéndose entonces
indices de solubilizacion muy bajos. Se escogieron las
cepas con los mayores IS (20 bacterias) comprendidos
entre 3.0 y 4.2 mm (tablal).

Se identificaron las bacterias de mayor IS como: Burk-
holderia cepacia, Pantoea sp, Pseudomona putida,
Pseudomona luteola Aeromona hydrophilia, Entero-
bacter sakasaki y Enterobacter cloacae. Algunas de
estas bacterias fueron identificadas y concuerdan con
las obtenidas por otros autores [17, 18, 20], como es el
caso de Burkholderia cepacia y Aeromonas hidrophyla.

Ensayo preliminar en plantas de rabano

La bacteria utilizada para el ensayo fue Burkholdelia
cepacia. El rabano (Raphanus sativus) fue empleado
como planta modelo porque presenta un crecimiento
rapido, es genéticamente homogeéneo, produce cose-
chas en un tiempo corto y realiza una gran absorcion
de fosforo del suelo [19].
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Transcurrido 8 dias después de las siembra de las
semillas de rabano (Raphanus sativus), se observo
crecimiento en todos los tratamientos y se realizo
entonces la medicion de los parametros biométricos
establecidos para este ensayo. La Longitud de la planta
(cm) y la Longitud de la raiz, denotaron valores mas
altos para los tratamientos T2 y T4, sin embargo no se
observaron diferencias estadisticamente significativas.
Para el caso del Peso fresco (mg): se evidenciaron me-
jores resultados en las plantas de T4y T2, estadistica-
mente significativos, seguidos por valores relativamente
semejantes en T2 y T1. (Ver Figura 2)

Los resultados preliminares de este ensayo evidencian
el comportamiento inicial de las plantas de rabano
frente a los diferentes tratamientos utilizando la bac-
teria solubilizadora de fosfato mas representativa;
pese a que no se contd con un tiempo adecuado
para realizar un estudio mas completo debido a las
condiciones climatologicas durante el ensayo que
se presentaron con lluvias fuertes y repetitivas, los
resultados demuestran el efecto benéfico de la bacteria
solubilizadora de fosfato.

Los resultados de esta investigacion contribuyen al
conocimiento de microorganismos autdctonos con
potencial en la solubilizacion de fosfatos, que a futuro
pueden ser evaluados y utilizados como biofertilizante,
para mejorar la productividad de los cultivos, acorde
con las necesidades del sector agricola de Cordoba;
sustituyendo 6 minimizando la utilizacion de productos
quimicos, minimizando los costos y contribuyendo a
mejorar la fertilidad del suelo.

Figura 2. Peso fresco por tratamiento

Peso fresco por tratamiento

300
200 -

=
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CONCLUSIONES

Se comprobo el efecto biofertilizante de la bacteria
nativa Burkholdelia cepacia, solubilizadora de fosfato,
sobre el crecimiento de plantas de rabano.

El conocimiento de bacterias nativas eficientes en la
solubilizacion de fosfatos representa un potencial para
mejorar la productividad en los cultivos en la region
de Coardoba permitiendo un mayor beneficio para los
agricultores.
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