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Resumen:

Introduccién: El fosforo es uno de los
elementos mas criticos para la produccion
agropecuaria; pero su disponibilidad
es cada vez mas limitada debido a la
progresiva insuficiencia de fuentes
naturales, su relativa escasez edafica,
la elevada retencién por parte del suelo,
la falta de reposicion natural y su baja
movilidad. Como mecanismo para
aumentar la disponibilidad y solubilidad
del fésforo inorganico en el suelo, los
vegetales y microorganismos que habitan
en él, liberan enzimas fosfatasas capaces
de liberar y solubilizar el fésforo; lo cual se
logra al liberar protones, iones OH, CO2 y
anionesdeacidosorganicos. Metodologia:
aislar microorganismos solubilizadores
de fésforo a partir de muestras de suelo
del Jardin Botanico de la Universidad
Libre, Pereira. Las muestras de suelo
se llevaron a condiciones de laboratorio,
donde inicialmente de homogenizaron
para mayores posibilidades de éxito
en el aislamiento. Alli se realizaron
diluciones seriadas hasta 10-8. La
inoculacion se realizé en medio de cultivo
SMRSH1, selectivo para microorganismos
solubilizadores de fosforo. Conclusiones:
Luego de tres semanas de cultivo, se
tomaron las cajas que presentaron cambio
de color caracteristico del medio, producto
de la accion de bacterias solubilizadoras
de fésforo; de ellas se obtuvieron colonias
pequenas y puntiformes de color naranja,
caracteristicas de presuntas bacterias
solubilizadoras de fésforo.

Palabas clave: Suelo, agentes de control
de microorganismos.

Abstract

Introduction: Phosphorus is one of the
most critical elements for agricultural pro-
duction; but its availability is increasingly
limited due to the progressive insufficien-
cy of natural sources, its relative edaphic
scarcity, the high retention by the soil,
the lack of natural replacement and its
low mobility. As a mechanism to increase
the availability and solubility of inorgan-
ic phosphorus in the soil, the plants and
microorganisms that inhabit it, release
phosphatase enzymes capable of releas-
ing and solubilizing phosphorus; This is
achieved by releasing protons, OH ions,
CO2 and anions of organic acids. Meth-
odology: isolate phosphorus solubilizing
microorganisms from soil samples from
the Botanical Garden of the Free Univer-
sity, Pereira. The soil samples were taken
to laboratory conditions, where they were
initially homogenized for greater chances
of success in isolation. There serial dilu-
tions were made up to 10-8. The inocu-
lation was carried out in SMRS1 culture
medium, selective for phosphorus solubi-
lizing microorganisms. Conclusions: After
three weeks of cultivation, the boxes were
taken that presented a characteristic color
change of the medium, product of the ac-
tion of phosphorus solubilizing bacteria;
from them small, punctilous orange colo-
nies were obtained, characteristic of pre-
sumed phosphorus solubilizing bacteria.

1 Auxiliares de Investigacion- Semillero MEFIS (Microorganismos Eficientes del Suelo).
2 Profesor Investigador, Programa de Microbiologia, Universidad Libre Pereira.
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Introduccién

El fésforo (P) es un macronutriente esen-
cial para el crecimiento y desarrollo de to-
dos los seres vivos, ya que forma parte de
la composicion de las moléculas organi-
cas esenciales para la vida. Las mayores
reservas en el suelo son las rocas y los
depdsitos como las apatitas primarias y
otros minerales formados durante otras
eras geoldégicas que se encuentran for-
mando parte de un estrato rocoso cuya
principal caracteristica es la insolubilidad.
La disponibilidad de P para las plantas
esta relacionada con su concentracion
en la disolucion de suelo. La mayoria de
los suelos tropicales y subtropicales son
deficientes en P biodisponible por lo que
éste elemento debe ingresarse al agro-
ecosistema como fertilizante. Sin embar-
go, este no es un recurso renovable y las
reservas mundiales se agotan rapidam-
ente. Se estima que las reservas actuales
de P disminuiran a la mitad entre los afios
2040 y 2060, lo que, unido al hecho de
que los precios de los fertilizantes fosfori-
cos se incrementan constantemente, hace
necesaria la busqueda de estrategias sos-
tenibles de fertilizacién (1).

Algunos microorganismos, especialmente
los asociados con las raices, tienen la ha-
bilidad de incrementar el crecimiento de
las plantas y su productividad; estos son
reconocidos como PGPM por sus siglas
en inglés (Plant growth promoting microor-
ganisms). Los microorganismos solubiliza-
dores de fosfato (MSF) constituyen un gru-
po importante de PGPM, pues estan invo-
lucrados en un amplio rango de procesos
que afectan la transformacion del fosforo,
siendo componentes integrales del ciclo
edafico de este nutriente. Los organismos
involucrados en las transformaciones del
P en el suelo incluyen bacterias, hongos,
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protozoos y algunos nematodos (2). En
general, los microorganismos del suelo
dinamizan el ciclo del P a través de pro-
cesos de mineralizacion, inmovilizacion
y solubilizacién, los cuales estan relacio-
nados con su metabolismo nutricional. A
partir del afo 2000, el conocimiento sobre
los microorganismos solubilizadores de
fosforo ha aumentado significativamente.
Dentro de este grupo funcional se encuen-
tran las bacterias solubilizadoras de fosfa-
to (BSF) que incluyen algunos géneros de
actinomicetos (3).

La solubilizacién del P como una capaci-
dad bacteriana se reconocio ya hace mas
de un siglo. Varios estudios reportan la
capacidad solubilizadora de fosfatos de
algunas bacterias, como: Erwinia, Pseu-
domonas, Bacillus, Rhizobium, Klebsiella,
Burkholderia, Serratia, Achromobacter,
Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium, Enterobacter, Klebsiella,
Arthrobacter, Rhodobacter, Pantotea y
Klebsiella, entre las bacterias (4). Pero
también se reportan hongos con capa-
cidad solubilizadora de P: Aspergillus, Fu-
sarium, Mucor, Paecillomyces, Penicillium,
Rhizopus, Sclerotium, Sytalidium, Tricho-
cladium (5).

Debido a que las fuentes organicas no son
utilizadas directamente para la nutricion
microbiana, éstas deben primero hidroli-
zarse por la accion de enzimas fosfatasas,
producidas y secretadas al suelo por los
microorganismos. La revision de Nannip-
ieri et al. (2011) analiza la naturaleza y
roles de las fosfatasas en el suelo. Entre
los factores que influyen la mineralizacién
e inmovilizacién del Po en el suelo se in-
cluyen la naturaleza quimica de la mate-
ria organica y su reactividad asociada, la
cantidad de Po, la proporcion C: Py N: P
de los materiales organicos, la tempera-
tura, la humedad, la aireacién, el pH, la
intensidad de cultivo y la fertilizacion con
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P. Es importante considerar que, ademas
de mediar varios procesos clave en el ciclo
biogeoquimico del P, los microorganismos
constituyen en si mismos una importante
reserva de P en el suelo (6).

Los mecanismos mas ampliamente acep-
tados como responsables de la solubili-
zacién microbiana del P mineral son:

a) la produccion de acidos organicos.

b) la produccion de protones (normal-
mente asociada a la asimilacion de
NH4+ y/o a los procesos respiratorios).

c) la produccion de acidos inorganicos y
CO.

Se ha demostrado que algunos microorga-
nismos pueden solubilizar fosfatos insolu-
bles, sin producir cualquier tipo de acidos
organicos En estos casos, se ha propues-
to que el mecanismo principal responsa-
ble de la solubilizacién es la produccién de
protones durante la asimilacion del NH4+,
o resultantes de las actividades respirato-
rias, pues la reduccién concomitante del
pH de la solucién del suelo favorece la
solubilizacién de los fosfatos precipitados.
En otro estudio se demostré que la pro-
duccién de exopolisacaridos por los aisla-
dos Enterobacter sp. Hy-401, Arthrobacter
sp. ArHy505 y Azotobacter sp. AzHy-510,
conferia a estos microorganismos mayor
capacidad de solubilizacion de fosfatos in-
solubles en relacion en la cepa Enterobac-
ter sp. Hy-402, la cual no produce exopoli-
sacaridos. Otros mecanismos propuestos
como responsables de la solubilizacién de
fosfatos insolubles son la produccién de
acidos inorganicos como el acido nitrico
y el acido sulfarico, generados, respecti-
vamente, por las bacterias nitrificantes y
Thiobacillus sp. durante la oxidacion de
compuestos nitrogenados o del azufre in-
organico, los cuales reaccionan con los
fosfatos insolubles tornandolos biodispo-
nibles.

Las BSP pueden ser de vida libre en el
suelo o establecer relaciones de asocia-
cién con las plantas; en este ultimo caso,
son capaces de colonizar y persistir en la
rizésfera del vegetal y favorecer su creci-
miento y desarrollo, al tiempo que se be-
nefician con las sustancias de carbono li-
beradas por las raices como exudados. En
tal sentido es que se las identifica como
bacterias promotoras del crecimiento ve-
getal o PGPB, por sus siglas en inglés (7).
Las bacterias solubilizadoras de fosfatos
inorganicos desempefian un importante
papel en el suplemento de fésforo para las
plantas. Este hecho despierta la atencién
para la utilizacion de esos microorganis-
mos como inoculante comercial, o el ma-
nejo de sus poblaciones como forma de
promover una mejor utilizacion del fésforo
existente en el suelo o el adicionado como
fertilizante (8).

Metodologias de aislamiento

Para el aislamiento y seleccién de Bacte-
rias Solubilizadoras de fosforo (BSP), se
han informado en la literatura diferentes
medios de cultivos que incluyen en su
composicién variadas fuentes de P, tan-
to de origen organico como inorganico.
Uno de los mas antiguos es el Pikovskaya
(PVK) desarrollado en 1948 (9), el medio
Sperber (10) que presenta en su compo-
sicion Ca3 (PO4)2 y se utiliza para aislar
BSF a partir de muestras de suelo, raices
y rizosfera. En 1992, se disefié un nuevo
medio de cultivo con igual fuente de Piy
finalmente, en 1999, se formuld el medio
NBRIP o National Botanical Research
Institute’s Phospahte growth médium
desarrollado por Nautiyal (11), que ha sido
uno de los mas usados por su eficiencia
para seleccionar microorganismos con
alta capacidad para solubilizar fuentes
de Pi. En cualquier caso, la caracteristica
distintiva de todos ellos es que permiten
identificar a las cepas solubilizadoras a
partir del halo traslucido que se desarrolla
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en torno a las colonias correspondientes
(12).

Ademas de los medios de cultivo
anteriores, un medio bastante usado
es SMRS1 (13) que contiene purpura
de bromocresol como indicador de pH,
sulfato de amonio y extracto de levadura
como fuente de nitrdgeno, cloruro de sodio
y potasio para regular la presién osmatica
y otros componentes como sulfato
de magnesio, sulfato de hierro como
cofactores enzimaticos (14) (Tabla 2).

Componente

GIL (Sindra y Raul)

{NHs S0,

0.5

KCI

02

Mg304.H.0

0.3

Fe 50,7TH:0

0.004

WaCl 0.2

Glucosa 10

Extracto de levadura 0.5

Plrpura de Bromocresol 01
Cay(POy):

Agar

5

15

El objetivo de este trabajo consistio en la
evaluacion de una metodologia adecuada
para el aislamiento de microorganismos
solubilizadores de fosforo a partir del jar-
din botanico de la Universidad Libre sec-
cional Pereira.

Materiales y métodos

Luego de seleccionar el nicho ecolégico
para la toma de muestra de suelo, se dis-
puso de una pala previamente lavada; se
tomo la muestra a una profundidad de 10
cm aprox., en la rizosfera de plantas selec-
cionadas, tomando una muestra de suelo
de 100 g.

La muestra se depositd en una bolsa es-
téril tipo Ziploc y se llevo al laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Libre,
Pereira.
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Seguidamente la muestra se homogenizé
mediante cuarteo en caja de Petri asi:

Se toma 1 cajas Petri y se llena con la
muestra.

Cada una se cuartea

De la muestra homogenizada se pesaron
10 g de la caja, y se depositdé en una pro-
beta previamente esterilizada; luego se
aford a 100 ml con agua peptona estéril.

Se realizaron las siguientes diluciones
seriadas: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-
6, 10-7y 10-8.

A partir de ellas se tomaron 100 ul de las
3 ultimas diluciones (10-6, 10-7 y 10-8) y
se sembraron por superficie en medio de
cultivo SMSR (Figura 1).

inoculadas a

Se dejaron las cajas

temperatura ambiente y se evalué a las 3
semanas.

Figura 1. Siembra en medio de cultivo
selectivo SMSR. Obsérvese el color del
medio de cultivo.
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Resultados y discusion

Existen muchos microorganismos con
capacidad para solubilizar fosfatos,
pertenecientes a diversos géneros, entre
los cuales pueden encontrarse bacterias
y hongos con diferentes mecanismos
para realizar dicha solubilizaciéon, como
son la produccién de acidos organicos,
la produccion de enzimas fosfatasas y
la produccion de enzimas fitasas. Asi
mismo, se han descrito algunos genes
involucrados como el gen phoD, phoA,
phoB, ykol, PhyC (15).

En este estudio se obtuvo un tipo
de colonias representativas de
microorganismos  solubilizadores  de
fésforo, de color naranja, pequenas y
puntiformes, de textura suave y babosa
como se observa en las Figuras 2 y 3.
Se pudieron apreciar las caracteristicas
macroscopicas pero el resultado no
se confirmé microscopicamente por
lo que no se logré determinar de qué
microorganismo se trataba; sin embargo,
las colonias descritas son representativas
de bacterias solubilizadoras de fésforo.

No obstante, en Ila mayoria de
investigaciones, la presencia de halos
de inhibicion alrededor de las colonias
es lo que permite la determinacion de la
capacidad de solubilizacion y la seleccion
semicuantitativa de los microorganismos
con capacidad solubilizadora de fosfato
(16), caracteristica que no fue posible
observar en este caso.

Figura 2. Morfologia macroscépica de
presuntas Bacterias Solubilizadoras de
Fésforo. Se puede observar el cambio de
tonalidad del medio de purpura a amarillo
debido a la liberacion de acidos y a la dis-
minucion del pH.

Figura 3. Morfologia macroscoépica de
presuntas Bacterias Solubilizadoras de
Fasforo.

Teniendo en cuenta la composicién del
medio de cultivo utilizado para el aisla-
miento de bacterias Solubilizadoras de
Fosforo (Tabla 2), se identificé como prin-
cipal compuesto para cumplir con este ob-
jetivo el Fosfato de Calcio (Ca3 (PO4)2)
ya que actia como su unica fuente de fos-
fato. Por tal motivo se sugiere realizar va-



riaciones en la cantidad utilizada de este
compuesto.

Como se muestra en la Tabla 1 de com-
ponentes del medio, para preparar 1 L se
adicionaron 5 g de (Ca3 (P0O4)2), por lo
que se propone variar entre cantidades
menores y mayores a este para descubrir
cual es la cantidad ante la cual reaccio-
nan mejor las bacterias solubilizadoras de
fésforo; se proponen las siguientes canti-
dades: 2.5 g, 7.5 g y 10 g para facilitar el
analisis de los resultados que se obten-
gan. Al evaluar la adicion de estas nuevas
cantidades se debe ser muy cuidadoso de
agregar la cantidad exacta, ya que este
compuesto puede afectar el pH del medio
y el indicador del mismo, ya que en otros
estudios ha ocurrido que en vez de virar
de un color purpura a amarillo una vez
empiezan a actuar las bacterias y a liberar
acidos organicos, lo que ocurre es que vira
de amarillo a purpura, afectando el funda-
mento del método.

Por otra parte, es posible que las bacterias
solubilizadoras de fésforo posean ciertos
requerimientos especificos respecto al sul-
fato de hierro (FeS0O4.7H20), por lo que
también se podrian variar las cantidades
de este compuesto en la preparacion del
medio de cultivo, probando con a la mitad
o el doble de la cantidad que se adiciono
inicialmente. Igualmente puede hacerse
necesario utilizar un agente secuestrante
como el EDTA (Acido etilendiaminotetraa-
cético) para encapsular el hierro, ya que el
ser un elemento con alto potencial reactivo
puede afectar la composicion del medio.

Igualmente, es importante resaltar que la
concentracion de microorganismos so-
lubilizadores de fésforo puede variar de
un lugar a otro, por lo que también se re-
comienda variar los lugares de toma de
muestras, ya que los cultivos, la humedad,
el pH, la temperatura, la presencia de ma-

87

MICRO - CIENGIA

Investigacion, Desarrollo e Innovaciéon

cro y mesofauna, la materia organica en-
tre otros factores quimicos y ambientales
influyen en la presencia, ausencia o canti-
dad presente de un determinado microor-
ganismo en el suelo.

Coincidiendo con lo anterior, varios auto-
res sefialan que la variabilidad en el nume-
ro de microorganismos solubilizadores de
fésforo puede responder a multiples cau-
sas como el clima, la historia de cultivo del
suelo, el tipo de suelo y los cultivos. Sin
embargo, es importante mencionar que el
método de enumeracion utilizado por cada
investigador también podria ser causa de
la variabilidad (17).

Conclusion

Después de implementar la metodologia
para el aislamiento de microorganismos
solubilizadores de fosforo se determi-
no que si se logro el aislamiento de bac-
terias solubilizadoras de fosforo cémo
pudo evidenciar en los resultados. Por
este motivo se puede concluir que la
metodologia implementada dio resultados
positivos; sin embargo se realizan ciertas
sugerencias respecto al medio de cultivo
utilizado en el aislamiento para asi
optimizar los resultados en un proximo
estudio.
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