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RESUMEN

El fésforo (P) interviene en procesos de transferencia
de energia y en reacciones quimicas esenciales del
metabolismo de las plantas, que lo toman del suelo en
forma de fosfatos. La disponibilidad de P en el suelo, esta
limitada por procesos de fijacion que incluyen su adsorcién
a la fraccion mineral y reacciones de precipitacion,
siendo importante su solubilizacién. Esta investigacion
tuvo como objetivo evaluar la solubilizacién de fosfatos
por bacterias nativas de tres agroecosistemas contiguos:
monocultivo de cafia de aziicar CAN, pastizal PAST y
guadual GUAD, localizados en la hacienda Cantaclaro
de Palmira (Colombia), con el fin de identificar las mds
eficientes. Se tomaron cinco submuestras de 100 g de
suelo (0- 20 cm), en cada uno de los agroecosistemas.
Para el aislamiento de las bacterias, se hicieron diluciones
seriadas e inoculaciones en medio Pikovskaya PVK, con
fosfato de calcio como Unica fuente de P. Posteriormente,
se evalué la capacidad solubilizadora de P CSF de los
aislados, midiendo los halos generados durante 20 dias,
finalmente, se realizo identificacién molecular de las mas
eficientes. Se encontraron cinco aislados con alta CSF, dos
en PAST, dos en GUAD y una en CAN. La cepa GUAD?
(Escherichia vulneris), que present6 CSF significativamente
alta (p<0,05) durante toda la evaluacién, no ha sido
descrita como solubilizadora de fésforo hasta ahora.
Los aislados GUAD5 (Pseudomonas fluorescens),
PAST7 (Acinetobacter oleivorans), PAST8 (Acinetobacter
calcoaceticus) y CAN6 (Pseudomonas entomophila),
presentaron CSF intermedia durante la evaluacioén.

Palabras clave: Fésforo del suelo, manejo y conservacién
del suelo, Servicios ecosistémicos, sustentabilidad.

ABSTRACT

Phosphorus (P) plays a role in energy transfer processes
and chemical reactions in plant metabolism. Phosphorus
is found in soils both in an organic form and a mineral
form. Phosphorus availability in soils is limited by fixation
processes, which include both its adsorption to mineral
fraction and the precipitation reactions. In this work,
the phosphate solubilization by native bacterial was
evaluated in order to identify the most efficient bacterial,
in three agro-ecosystems: sugarcane monoculture CAN,
grassland PAST, and guadua ecosystem GUAD located
in Palmira, Colombia. Five soil samples were assessed
by treatment. First, the phosphorus-solubilizing bacteria
were isolated by using Pokovskaya PVK assay. Then,
phosphorus solubilizing capacity CSF, Spanish acronym)
was determined by measuring the halo generated in the
isolated sample by 20 days. High CSF was found in five
isolated samples: two in PAST, two in GUAD and one in
CAN. In the literature reviewed was not reported the CSF of
GUAD? strain (Escherichia vulneris) as significantly high
CSF (p<0.05). The strains with intermediate CFS (GUAD5
(Pseudomonas  fluorescens), PAST7  (Acinetobacter
oleivorans), PAST8 (Acinetobacter calcoaceticus) y CAN6
(Pseudomonas entomophila) have been reported in the
literature as beneficial bacteria to soil.

Key words: Soil phosphate, soil management and
conservation, ecosystem services, sustainability.
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INTRODUCCION

El adecuado desarrollo de las plantas esta
condicionado en gran medida por la eficiencia
en la absorcién y asimilacién de los nutrientes
presentes en la solucién del suelo. El fésforo (P),
por ejemplo, es considerado nutriente esencial
en la fotosintesis, la produccién de Adenosin
Trisfosfato (ATP), la reproduccion vegetal, la
formacion de aminoéacidos y proteinas, entre
otros aspectos fisiolégicos de las plantas,
siendo fundamental en la dindmica interna de
los agroecosistemas (Ojekami et al. 2011). No
obstante, aunque el P se encuentra en cantidades
altas en la mayoria de los suelos, la fraccion
disponible para absorciéon por las plantas,
es baja. Esto se debe a la fijaciébn quimica
del elemento en el suelo, lo que disminuye
notablemente su disponibilidad en solucién
para los cultivos (Fernandez et al. 2005).

Para incrementar la disponibilidad de P en el
suelo, se aplican continuamente enmiendas
minerales y fertilizantes de sintesis quimica,
que implican altos costos para los productores
y ocasionan impactos como la degradacion
del suelo y la contaminacién de cuerpos de
agua, con consecuencias negativas como la
eutrofizacién (Cueto y Figueroa 2012). En el
departamento del Valle del Cauca (Colombia),
existen reportes que relacionan la aplicacion
de fertilizantes, entre ellos los fosfatados, con
la salinizacion de suelos cultivados con cana
de azlcar y frutales (Zaniga et al. 2011; Cuero
2012), poniendo en riesgo su sostenibilidad.

Lo anterior, justifica la investigacion en la
busqueda de alternativas tecnoldgicas para
mitigar estos impactos negativos, enfocadas
al uso eficiente de los recursos disponibles. A
nivel ecolégico, es bien conocida la accion de
grupos de microrganismos (bacterias y hongos)
con capacidad para solubilizar el P fijado en
la fraccién mineral del suelo, por liberacion de
acidos organicos o por acidificacion del medio,
entre otros mecanismos (Zaidi and Ahmad
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2014; Patinoy Sanclemente 2014), sin embargo,
el uso intensivo de fertilizantes y mecanizacion
agricola, reducen estas poblaciones microbianas
benéficasy el servicio ecosistémico que proveen
(Restrepo et al. 2015). Por consiguiente, el
aislamiento, caracterizaciéon y evaluacién
de estos microorganismos bajo condiciones
agroecosistémicas  especificas,  permitiria
fortalecer el desarrollo biotecnolégico de
inoculantes para el aprovechamiento del P
presente en el suelo en favor de la nutricion
vegetal. La presente investigacion, tuvo como
objetivo evaluar la solubilizacién de fosfatos
por bacterias nativas en tres agroecosistemas
contiguos del Valle del Cauca, e identificar
su afiliacion taxondémica, con fines de
aprovechamiento biotecnolégico futuro.

MATERIALES Y METODOS

El muestreo de suelos para aislamiento
bacteriano se llevd a cabo en la Hacienda
Cantaclaro ubicada en el corregimiento de
Aguaclara, municipio de Palmira- Valle del
Cauca (Colombia). Se tomaron al tresbolillo
cinco sub-muestras de 100 g de suelo (0 -
20 cm), en tres agroecosistemas contiguos:
monocultivo de cafa de azicar Saccharum
officinarum L., pastura Brachiaria decumbens
c.v. y guadual Guadua angustifolia Kunth. Las
sub-muestras se fragmentaron en dos partes,
una para analisis fisico-quimico (Tabla 1) y la
otra, para aislamiento de las bacterias.

Las muestras de suelo seco a la sombra se ho-
mogenizaron con tamiz No. 10 (@ 2 mm) y con
estas se hicieron diluciones seriales hasta 10-6
con agua peptonada estéril. De las diluciones
10-4 hasta 10-6, se tomaron muestras para
siembra en superficie por duplicado en cajas
de Petri, usando el medio especifico PVK (Me-
dio Pikovskaya), que contenia fosfato tricalcico
Ca,(PO,), (PVK-Ca), como tnica fuente de P.

Las muestras se incubaron a 28 °C durante
48 horas. Las colonias que presentaron halo,
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Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de tres suelos procedentes de la hacienda Cantaclaro, corregimiento
de Agua Clara (Palmira, Valle del Cauca). Muestras tomadas en febrero de 2015.

MO P Ca Mg K Al Na CIC Cu Zn MN Fe S B Textura
Agroecosistema  pH :

gkg' mgkg! cmol/kg mk kg’
Cafa de azucar* 5,56 34,67 10,94 9,24 9,10 0,57 0,00 0,07 17,65 1,13 1,80 26,67 17,44 17,28 0,85 FArA
Pastizal 522 56,89 390 7,11 636 0,13 0,11 0,00 14,00 0,70 2,03 23,06 31,65 16,89 1,03 F
Guadual 527 3568 9,80 832 516 0,15 0,10 0,00 12,90 0,76 0,88 23,30 22,83 18,26 0,72 F

Fuente: Laboratorio de Servicios Analiticos del CIAT (2015).. *Monocultivo

y con potencial capacidad para solubilizar
fosfatos, fueron resembradas transfiriendo una
minima cantidad con aguja de asa al centro
de cada caja de Petri. Transcurridos 10 dias de
incubacién, se seleccionaron las colonias con
didmetros (colonia + halo) mayores a 10 mm.
Las colonias seleccionadas se inocularon en
medio de cultivo agar nutritivo, por el método
de agotamiento en superficie, con el fin de
purificarlas y proceder a su caracterizacion.

Mediante los descriptores: brillo, color, forma,
consistencia, tipo de borde y elevacién, se
realizé en estereoscopio (4X) la caracterizacion
macroscopica de los aislados bacterianas. La
caracterizacion microscépica (100X) de los
aislados, se llevé a cabo mediante tincién de
Gram y tincién negativa.

Los aislados fueron sembrados por triplicado en
cajas de Petri con medio PVK-Ca, y posterior-
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mente, se evalué la capacidad de solubiliza-
cién de P midiendo la diferencia entre los dia-
metros de halos y colonias formados (Figura 1).

Las evaluaciones se realizaron a los dias 8, 12,
16y 20 después de la siembra. Posteriormente,
se seleccionaron los cinco (5) aislados mas
eficientes, conservandolos a -10 °C en viales
Eppendorf que contenian 1,5 ml de medio de
cultivo TSB-glicerol al 50% estéril. Este in6culo
se utiliz6 posteriormente en las pruebas de
identificacion molecular.

La extraccion del ADN genémico de los
aislados bacterianos se hizo empleando el
kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM de
Zymo Research, siguiendo las indicaciones del
fabricante. El ADN genémico fue resuspendido
en 30 pL de buffer de eluciéon para la
posterior amplificacion del gen DNAr 16S
por PCR, utilizando los cebadores bacterianos
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Figura 1. Capacidad de solubilizacién de fésforo en mg, de 17 aislados seleccionados de los agroecosistemas
Guadal GUAD, Cafa de azicar CAN y Patizal PAST, durante los cuatro periodos de evaluacién (8, 12, 16y
20 dias de siembra). Las letras en las barras corresponden a la prueba de medias de Duncan (p<0,05), en cada
periodo.
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universales 8UAF y 1492R, en un volumen total
de reaccion de 30 pl. La amplificaciéon por PCR
y posterior secuenciacion de los amplicones
se llevé a cabo el Servicio de Secuenciacién y
Anadlisis Molecular del Instituto de Genética de
la Universidad Nacional de Colombia.

Los amplicones obtenidos de cada uno de los
sieteaislados se secuenciaron en los dos sentidos
5 a3’y 3"ab5’y las secuencias se ensamblaron
utilizando el software Geneious ® v.4,8.4. La
secuencia ensamblada se analiz6 utilizando
la herramienta BLAST (Blastn, Megablastn) en
varias bases de datos disponibles en Internet.

Utilizando el software SAS v. 9.2 se analizaron
los datos de eficiencia de solubilizacién
de fosfatos de los aislados bacterianos
evaluados utilizando un disefio experimental
completamente al azar y tres repeticiones por
tratamiento. El andlisis de varianza ANDEVA
(p<0,05) incluyé dos fuentes de variacién:
tipo de cepa y periodo de evaluacion. En
aquellos casos donde se marcaron diferencias
significativas (p<0,05) se aplic6 prueba de
medias de Duncan (p<0,05), para identificar las
bacterias con mayor capacidad solubilizadora.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de suelo de la hacienda Cantaclaro
en los tres agroecosistemas evaluados, indicé la
presencia de texturas francas, con predominio
de arenas en el monocultivo de cana de aztcar
(Tabla 1).

Tabla 2. Ndmero de aislados solubilizadores de
fésforo obtenidos en los agroecosistemas Guadal
GUAD, Cafa de aztcar CAN y Patizal PAST.

No. total de aislados NO- aislados
solubilizadores de P solubilizadores de P con

Agroecosistema
@ de halo>10 mm

Cana de azdcar 41 3
Pastizal 22 5
Guadual 38 9
Total 101 17

Fuente: SSiGMol- Instituto de Genética. Universidad Nacional de
Colombia (2015).
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A nivel general, esta condicién fisica permite la
adecuada movilidad de agua y circulacién de
gases, favoreciendo la nutricion vegetal. El sue-
lo se categorizé como ligeramente dcido, con
moderado a alto contenido de materia organica.

A nivel de macronutrientes, el suelo presenté
niveles intermedios de bases intercambiables,
sin embargo, baja relacion Ca/Mg, indicando
deficiencias de Ca en los tres agroecosistemas.
En los suelos del monocultivo de cana de azicar
y del guadual, el P presenté valores entre 9,8
y 10,9 mg kg', adecuados para la nutricion
vegetal, lo que no ocurrié en el pastizal donde
el elemento fue deficitario.

En relacion con los micronutrientes, los tres
agroecosistemas presentaron altos valores de
Mn, Sy B. El Cu present6é baja concentracién
en el pastizal y el guadual, e intermedio en el
monocultivo de cana de aztcar, lo cual podria
asociarse a la excesiva aplicacién de fungicidas
en el cultivo para el control de hongos
fitopatégenos. Los contenidos de Zn fueron
intermedios en el cultivo de cafia de aztcar y
pastizal y bajos en el guadual. Por dltimo, el
Fe presentd bajos contenidos en los suelos de
guadual y monocultivo de cana de azlcar e
intermedios en el pastizal.

La siembra en medio PVK-Ca de diluciones
seriales de suelo para los tres agroecosistemas
evaluados, produjo un total de 101 aislados
con capacidad solubilizadora de P, como lo
muestra la tabla 2. El suelo con monocultivo de
cana de azucar produjo la mayor cantidad de
aislamientos, seguido de los suelos de guadual
y pastizal.

Se obtuvieron diecisiete aislados con didmetro
de halo mayor a 10 mm, de lo cual se infiere
un alto potencial de capacidad solubilizadora.
En esta medicion, se destacé la presencia de
nueve aislados obtenidos a partir del suelo del
guadual, comparadas con cinco provenientes
del suelo del pastizal y tres del monocultivo de
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cafna de azucar, lo cual podria deberse al menor
grado de especializacion de los aislamientos
solubilizadores de P, bajo condiciones de baja
disturbacién y suministro de nutrientes externos,
propias del primer agroecosistema. Es de
esperar que la adicién continua de fertilizantes
fosforicos al suelo, como ocurre en los suelos
sembrados con cana, genere condiciones de
presion evolutiva que conlleven a la pérdida
de genes relacionados con la capacidad de
solubilizacién de fosfatos, cuya expresion,
metabdlicamente costosa, no conferirian
ventajas adaptativas a los microorganismos
que los poseen, si el fésforo esta disponible en
cantidad suficiente. En este sentido, Chuang et
al. (2007) y Sharan et al. (2008) sefialaron que
el ciclaje natural de nutrientes en el suelo, entre
ellos el P, se reduce por la adicién de fertilizantes
de sintesis y la labranza mecanizada, que llegan
incluso a inhibir el proceso.

DeacuerdoconChuangetal.(2007), laformacién
microbiana de halos de solubilizacién en medios
suplementados con Ca-P, como la evidenciada
en este estudio, se debe principalmente a la
liberacion de acido glucénico, permitiendo la
disolucién y disponibilidad del P, como ocurre
en el suelo. De otra parte, Sharan et al. (2008)
indican que la capacidad de solubilizacién de
P por microorganismos del suelo se ve afectada
por factores adversos como el estrés hidrico, el
pH (mayor a 8 y menor a 5) y, el alto contenido
de sales.

Todos los aislados con alto potencial de
solubilizacién de fosfatos presentaron reaccién
Gram negativa, resultados que coinciden
con los encontrados por Lara et al. (2011),
quienes aislando bacterias con capacidad
solubilizadora de fosfatos en suelos de Monteria
(Colombia), cultivados con guayaba agria
Psidium araca, encontraron que la mayoria
(93%) correspondian a bacilos Gram negativos,
entre ellas Burkholderia cepacia, Enterobacter
cloacae, Pantoea sp., Aeromonas hydrophila y
Enterobacter nakasaki.
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El andlisis de varianza de la CSF (didmetro
del halo — didmetro de la colonia), mostré
diferencias significativas (p<0,05) entre periodos
de evaluacién vy tipo de aislados evaluados.
Luego de 20 dias de evaluacion, la prueba de
medias de Duncan (p<0,05) para los 17 aislados
evaluados, demostr6 que GUAD7 presentd
la mayor CSF (24 mm), siendo su promedio
significativamente mayor al de los demas.

Por su parte, GUAD4 presentd la menor
CSF (6,5 mm), durante los cuatro periodos
de evaluacion. PAST7, PAST8, GUADS5 vy
CAN16, presentaron valores intermedios de
CSF. Los valores de CSF registrados en esta
investigacion, fueron similares a los obtenidos
por aislamientos bacterianos de suelos de la
region sojera de Argentina, donde los halos
fluctuaron entre 4 y 15 mm (Fernandez et al.
2005). En esta misma investigacion, la cepa
comercial Pseudomonas fluorescens obtuvo un
halo de 10 mm. Lara et al. (2013), evaluando
el impacto de bacterias nativas con CSF en el
desarrollo de plantas de rabano cultivadas en el
departamento de Sucre (Colombia), registraron
en laboratorio didmetros de halo entre 2 y 16
mm, siendo Enterobacter cloacae y Klebsiella
oxytoca, las mas eficientes.

De otra parte, los genes de ARNr 16s de los
aislados con alta CSF, presentaron niveles de
homologia con los genes correspondientes de
cepas registradas en el GenBank que variaron
entre 85 y 99%, como lo muestra la tabla 3.

Tabla 3. Identidad filogenética de los aislados con
mayor capacidad de Solubilizaciéon de fésforo
obtenidos de los agroecosistemas Guadal GUAD,
Cafa de aztcar CAN y Patizal PAST.

Max
Identificacién

No.

Nombre Blast Acceso

Cepa

NC016830.1
NZbbm201000044.1
NC014259.1
NC016603.1
NC008027.1

GUADYS5 Pseudomonas fluorescens
GUADY Escherichia vulneris

PAST7  Acinetobacter oleivorans
PAST8  Acinetobacter calcoaceticus
CAN16  Pseudomonas entomophila

98%
85%
96%
94%

*Monocultivo
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La cepa con mayor CSF en esta investigacion
(GUAD7?), mostré similaridad nucleotidica
con Escherichia vulneris (DNAr con 85% de
similitud). Brenner et al. (1982) basados en
estudios genémicos, clasificaron a E. vulneris
como una nueva especie perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Desde esa época,
existen diversos registros de E. vulneris como
especie patogena vinculada con infecciones
en heridas humanas (Brenner et al. 1982),
osteomielitis (Levine and Goldberg 1994),
urosepsis (Awsare and Lillo 1991), bacteriemia
(Spaulding and Rothman, 1996), meningitis
(Mohanty et al. 2005), entre otras. A nivel
agronémico, existen reportes de E. vulneris
como rizobacteria promotora de crecimiento en
el cultivo de Coliflor (Babaloa and Akindolire
2012) y hospedera endéfita en nédulos radicales
de algunas leguminosas (Dubey and Gupta
2012), sin embargo, a la fecha son pocos los
reportes que vinculan directamente a E. vulneris
con solubilizacién de P en suelos cultivados.

Esta especie también ha sido empleada
en estrategias de bioremediacion de
suelos contaminados con metales pesados
(Arunakumara et al. 2015).

De otra parte, existen diferentes registros
sobre la CSF del género Pseudomonas sp.,
sobresaliendo la especie P fluorescens
(Fernandez et al. 2005). Incluso, se ha reportado
en varias investigaciones el uso de P. fluorescens
como biofertilizante para incrementar la
disponibilidad de P en el suelo (Ferndndez et
al. 2005; Parani and Saha 2012). Para el caso
de Pseudomonas entomophila, los resultados
de algunas investigaciones ponen en evidencia
su versatilidad, destacando  propiedades
entomopatégenas en moscas del género
Drosophila sp., propiedades antifiingicas en
el suelo (Vallet- Gely et al. 2010; Dieppois et
al. 2015), capacidad de promocién de estados
de resistencia vegetal (Kamala- Kannan 2010)
y, produccion de sideréforos (Vodovar et al.
2006), sin embargo, no existen reportes que
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vinculen directamente a P. entomophila a
solubilizacion de fosfatos.

Al igual que Pseudomonas sp., el género
Acinetobacter sp. se ha reportado recientemente
como solubilizador de P (Collavino et al. 2010;
Midekssa et al. 2015). La especie Acinetobacter
calcoaceticus ha sido registrada como de alta
CSF en el cultivo de maiz (Fan et al. 2011), al
igual que en hortalizas como el pepino, donde
la liberacién rizosférica de acidos organicos
mejora la disponibilidad del P en el suelo (Kang
et al. 2012). Adicionalmente, A. calcoaceticus
se ha reportado como especie promotora del
crecimiento vegetal, principalmente por su
produccién de giberelinas y fitohormonas
(Kang et al. 2012).

Por su parte, asilamientos de Acinetobacter
oleivorans provenientes de suelos aridos
cultivados con Tylosema esculentum (Burchell)
en Namibia, han mostrado alta CSF en
laboratorio (Kandjimi et al. 2015). Ademas,
los aislamientos de A. oleivorans registraron
produccién de enzimas promotoras de
crecimiento (Kandjimi et al. 2015).

A pesar de la cercania entre los agroecosistemas
evaluados, en la presente investigacion se
pudieron observar diferencias en lacomposicién
de las poblaciones de bacterias con CSF. Estas
diferencias podrian deberse a la heterogeneidad
heredada de la misma génesis del suelo, como a
los cambios generados por el uso de diferentes
tecnologias para la produccién agricola,
en cada sistema de cultivo. La presencia de
Pseudomonas fluorescens en el agroecosistema
de guadual confirma su  distribucion
cosmopolita, mientras el aislamiento de E.
vulneris del mismo agroecosistema pone en
evidencia nuevos nichos ecolégicos para esta
especie. Este Gltimo encuentro pone de relieve
igualmente la necesidad de mayores estudios de
riesgo biolégico asociado al uso de inoculantes
microbianos con fines agricolas.
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En el pastizal, la uniformidad del sistema por
monocultivo de Brachiaria decumbens c.v., al
igual que la intervencién animal, al parecer
condicionan la biodiversidad bacteriana presen-
te en los suelos con CSF, como se observé con
las especies Acinetobacter oleivorans y Acineto-
bacter calcoaceticus, de alta cercania genética.
En este tipo de agroecosistema normalmente se
emplea una minima cantidad de fertilizantes y
no se realiza labranza mecanizada.

Por su parte, en el monocultivo de cana de
azucar, el uso tecnolégico de agroinsumos y
labranza mecanizada, al parecer tiene efecto
sobre reduccién en el nimero de especies con
alta CSF.

De las cinco especies con mayor CSF en
esta investigacion, en este agroecosistema
se pudo identificar s6lo una (Pseudomonas
entomophila). La presencia P. entomophila en
este agroecosistema, resultaria benéfica tanto
para solubilizar fosfatos, como para controlar
biol6gicamente poblaciones de insectos plaga
que tienen parte de su ciclo vital en el suelo.

Patino y Sanclemente (2014), resaltan la
importancia de identificar microorganismos
nativos con alta CSF en suelo, para el posterior
desarrollo de alternativas de fertilizacién
fosférica basada en bioinsumos. Este tipo de
alternativas, lograrian repoblar el suelo con
microorganismos benéficos con CSF. Por su
parte, Restrepo et al. (2015) indican que la
elaboracién de inoculantes a partir de estas
bacterias permitiria reducir a largo plazo el
uso de agroquimicos, asi como desarrollar
estrategias agronémicas que preserven el medio
ambiente.

CONCLUSIONES

Los tres diferentes agroecosistemas evaluados,
albergaron especies bacterianas solubilizadoras
de fosfatos en el suelo.
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El uso tecnolégico en estos sistemas, se
considera un agente definitivo en la seleccion
de especies y su CSF.

La especie genéticamente similar (en base a
la secuencia del gen ADNr 16S) a Escherichia
vulneris aislada del guadual, fue la mas
eficiente.
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