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Resumen

Objetivo: Identificar la actividad solubilizadora de fosfato de cepas del género Bacillus, como
alternativa al mejoramiento del suelo para la produccién agricola. Materiales y métodos: Se uti-
lizaron 11 cepas del género Bacillus recolectadas de rizdsferas de plantas y de chimeneas de asade-
ros de pollo para el estudio y 2 como control negativo, conservadas a -70°C y reactivadas para la
identificacién de la actividad solubilizadora de fosfato. Resultados: La solubilizacién de fosfato se
evidencié en las 11 cepas del estudio. Los indices de solubilidad fueron diferentes para cada cepa.

Palabras clave: Bacillus, solubilizacién de fosfato, suelo, agar Pikovskaya.

Abstrac

Objective: Identify phosphate solubilizing activity of strains of the genus Bacillus, as an alternati-
ve to improving soil for agricultural production. Materials and methods: For the study, 11 stra-
ins of the genus Bacillus were collected from rhizosphere of plants and fireplaces of broiler chicken
producers. Two strains were used as negative control, and stored at -70C prior to reactivation for
identifying phosphate solubilizing activity. Results: 11 strains showed Phosphate solubilizing
abilities. Each strain studied exhibited different solubility rates.
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Introduccion

Los objetivos del milenio son claros en cuanto
reflejan en su integralidad las necesidades mds
apremiantes para el planeta y sus pobladores, 2
de los cuales orientaron este trabajo; (i) el objetivo
nimero 1 que plantea erradicar el hambre como
meta alcanzable al 2015, ya que se calcula que
existen 842 millones de personas desnutridas en
el mundo, (ii) el objetivo 7 que propone garantizar
la sostenibilidad del medio ambiente y reducir la
pérdida de la diversidad bioldgica, entre otros.

El suelo como ecosistema es un complejo natural
donde se desarrollan la mayor parte de los ciclos
vitales microbianos, ademds es una fuente de nu-
trientes que contiene elementos como el potasio,
calcio, magnesio, nitrégeno, y el fésforo, siendo
este ultimo uno de los elementos necesarios para el
desarrollo vegetal. Sin embargo, dicho nutriente se
encuentra en baja disponibilidad debido a que su
movilidad en el suelo es restringida, de tal forma
que la planta absorbe el elemento de su entorno en
minimas cantidades (1, 2).

Por ello los agricultores utilizan fertilizantes qui-
micos que suplen las necesidades nutricionales de
las plantas y promueven el crecimiento vegetal; sin
embargo, este tipo de agroquimicos se acumula
como sales y dana el ecosistema del suelo evitando
el intercambio catidénico lo cual contribuye con el
deterioro de la calidad del mismo. En consecuen-
cia la degradacién del ecosistema que se genera,
disminuye la produccién agricola, con productos

de baja calidad (2,3).

Colombia es un pais rico en diversidad agricola,
gracias a que en su geografia cuenta con variedad
de pisos térmicos, entre los principales cultivos
estin: algodén, cebada, soya, trigo, arroz, maiz
amarillo, maiz blanco, papa, sorgo, arveja, haba,
zanahoria, banano y café (4), los cuales necesitan
de fésforo para el crecimiento y desarrollo éptimo
de los frutos ya que su funcién en la planta no
puede ser sustituido por otro elemento; y por esto
se clasifica dentro de los nutrientes primarios (4).

Los alimentos con mayor exportacién a nivel
mundial son “el café y el banano.” En cuanto a
variaciones entre el afio 2001 y 2008 estudios rea-
lizados por Proexport demuestran un crecimiento
constante en las exportaciones que oscila entre el
3 % y el 30 % lo que es una excelente perspectiva
para la economia del pais”, sin embargo para al-
canzar dichas cifras se utiliza una cantidad consi-
derable de fertilizantes quimicos (5).

Segun las estadisticas del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), entre los afios 2008-2010, en
Colombia se importaron un total de 2.749.373.438
Kg/fertilizantes y 173.218.962 Kg/ fertilizantes de
fosfato para apoyar la produccién agricola. En el
ano 2013, segtin informacién del portal www.da-
taexim.com, llegaron al pais casi 1,4 millones de
toneladas de fertilizantes bdsicos que incluyeron
urea, fosfato y potasio, importados principalmen-
te de Alemania, Rusia, Canad4, China, Estados
Unidos, Venezuela y México. Los precios en Co-
lombia de estos fertilizantes en puerta de fibrica
superan entre el 30 y 50% el precio mundial.

Los reportes indican que hay un alto empleo de
fertilizantes en suelos y como consecuencia se ge-
nera un gasto representativo para la economia que
en muchos de los casos no es recuperado con la co-
secha. En el caso de la produccién de arroz, algo-
dén, papa y maiz blanco, por ejemplo, los precios
de los fertilizantes representan entre el 20 y el 30%
de sus costos. Por el lado del café, el cacao, la palma
y la cana panelera, van desde el 15 hasta el 30% (6).

Realizar un uso adecuado de los fertilizantes qui-
micos es importante para una agricultura sosteni-
ble, el mal uso de los mismos puede llevar a cabo
procesos de eutrofizacién que conlleva a un au-
mento excesivo de nutrimentos como P, K, N que
pueden provocar antagonismo con otros nutrien-
tes debilitando las plantas, esto en consecuencia
puede producir carencias en el organismo humano
por el aporte nutricional y perdida de la biodiversi-
dad a nivel ambiental (7).



La movilidad del fésforo en el suelo es limitada,
tan solo del 0.1 % - 0.4% del fésforo natural estd
disponible (8), por esta razén cuando el nutrien-
te se adiciona como fertilizante se debe localizar
donde a las raices se les facilite su absorcién, pero
la aplicacién constante de estos agroquimicos ele-
va la capacidad de retencién de fésforo dejando en
el suelo aproximadamente un porcentaje del 91%

de residualidad (9).

Mediante la biotecnologia se han propuesto al-
ternativas con el fin de reemplazar los productos
quimicos. Una de estas son los biofertilizantes que
mejoran el rendimiento de los cultivos, favorecien-
do el crecimiento de productos sanos, mds resis-
tentes a las plagas, saludables y ficiles de aplicar.
Ademds, poseen una serie de propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas que son apropiadas para el
mantenimiento de la fertilidad del suelo, lo cual
implica incremento en la productividad, esta es la
llamada agricultura conservativa.

La produccién de estos fertilizantes biolégicos se
sustenta en los metabolismos microbiolégicos,
como es el caso del potencial de algunas bacterias
que act@ian como mediadoras al liberar el ion fosfa-
to soluble para la planta y de esta forma facilitan la
absorcién de este elemento. Estas bacterias ademds
actan en multiples funciones vitales, como realizar
el control de fitopatdgenos y recuperar la estructura
de la rizésfera, lo que se constituye en aspectos de
gran interés para la produccién agropecuaria. Entre
los géneros de bacterias descritas que poseen la ca-
pacidad de solubilizar el fosfato estdn: Bacillus sp,
Stenotrophomonas, Burkholderia, Pseudomonas sp,
Rhizobium sp, Vibrio proteolyticus, Enterobacter ae-
rogenes y Streptomyces, entre otros (10).

El grupo de investigacién Ceparium vio la ne-
cesidad de realizar el presente estudio con el ob-
jetivo de identificar las cepas del género Bacillus
con potencial solubilizador de fosfato, con el fin
de continuar con estudios que permitan com-

Corrales et al. Bacillus: género bacteriano que demuestra
ser un importante solubilizador de fosfato

probar si pueden ser aplicados en formulaciones
industriales para obtener productos biolégicos
6ptimos que permitan mejorar la produccién de
alimentos dentro del esquema de una agricultu-
ra conservativa.

Materiales y métodos

Fase I. Descongelacién y activacién de las cepas
seleccionadas pertenecientes al género Bacillus que
presenten las mejores condiciones de viabilidad y
pureza en los medios bdsicos.

Los microorganismos del estudio fueron aislados
a partir de rizdsferas de diferentes plantas, toman-
do porciones del suelo adherido a la raiz el cual
fue desprendido y disgregado manualmente has-
ta completar 15 gramos, de los cuales se tomé un
gramo y se agregd a caldo BHI como preenrique-
cimiento, se incubd por 18 horas a 24°C, proce-
dimiento que se realizé por duplicado. Luego se
realiz6 siembra en los medios primarios agar san-
gre, agar MacConkey y agar BHI, tomando una
asada a partir del crecimiento en el medio liquido
con asa redonda de 100 microlitros, por la técni-
ca de agotamiento para obtener colonias aisladas
de las bacterias cultivables. Una vez se obtuvieron
los cultivos, se procedié a realizar coloracién de
Gram y los aislamientos secundarios de acuerdo
con las caracteristicas micro y macroscdpicas de
las colonias, para finalizar con la identificacién
mediante pruebas bioquimicas. Las muestras de
las chimeneas fueron tomadas de las trampas con
escobillén estéril humedecido con solucién salina
estéril y se procedi6 de igual manera que en los
demads casos. Los microorganismos identificados
fueron congelados en caldo BHI con glicerol al
10% a — 70°C, para posteriores estudios y con-
servar las caracteristicas genotipicas y fenotipi-
cas de cada uno. Las cepas seleccionadas para el
estudio correspondieron al género Bacillus, para
un total de 13 cepas provenientes de diferentes
ambientes, como se muestra a en la Tabla No 1.
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Tabla 1. Sitio de aislamiento de las 14 cepas correspondientes al género Bacillus.

Codificacion Genero Bacillus Sitio de aislamiento
SF1 Bacillus brevis Aisladas de las raices de plantas aromdticas (11)
SF2 Bacillus brevis Aisladas de las raices de plantas aromdticas (11).
SF3 Bacillus pumilus ATCC Cepa ATCC
SF4 B. licheniformis Aisladas de plantas de cultivos de uchuva(12)
. Aisladas de chimeneas de restaurantes de pollo
SF5 B. subtilis en Bogot4 D.C (13)
.7 Aisladas de chimeneas de restaurantes de pollo
SE6 B. subtilis en Bogotd D.C (13).
SF7 B. licheniformis Aisladas de plantas de cultivos de uchuva(12)
SF8 B. licheniformis Aisladas de plantas de cultivos de uchuva(12)
SF9 B. pumilus Aisladas de las raices de plantas aromdticas (11)
SF11 Bacillus sphaericus nativo Aislada de la rizésfera de cultivos de Ornithoga-
(control negativo) lum umbellatum (14).
SF12 Bacillus spbae'ricus ATCC Cepa ATCC
(control negativo)
SF13 Bacillus pumilus Aisladas de las raices de plantas aromdticas (11)
SF14 Bacillus sp Aisladas de las raices de plantas aromdticas(11)
Descongelacién

La descongelacién de las cepas se realizé siguiendo el protocolo descrito por Sdnchez y Corrales (15).

Se retiran los viales del revco
con los microorganismos
congelados a -70°C y se dejan
descongelar totalmente.

de Gram.

Las cepas se sembraron en medio
de cultivo liquido infusién cerebro
corazén (BHI), se incubo durante
24 horas a 37°C y se observo la
viabilidad mediante

A partir del medio liquido se
sembraron en placas agar
infusién cerebro corazén (BHI) y
agar sangre, por la técnica de
agotamiento y se incubo durante
24 horas a 37°C.

coloracién

Viabilidad y pureza

Caracteristicas macroscopicas

La viabilidad se evalué mediante el crecimiento de
las UFC en los medios de cultivo agar BHI y agar
sangre en los cuales se observé color, textura, ta-
mafo, forma y hemolisis.

Caracteristicas microscopicas
Mediante coloracién de Gram se verificé la mor-
fologia y se descarté contaminacién en el cultivo.

Diferenciacion en medio cromogénico e identi-
ficacion bioquimica

A partir del crecimiento en los medios primarios
de los Bacillus se sembré en el medio Hi Chrome
Bacillus, se incubd por 24 horas a 37°C, con el fin
de diferenciar las especies por el color expresado
en las colonias como resultado de las reacciones
enzimdticas especificas de especie.



El medio contiene en gramos/litro: Digerido
péptico de tejido animal 10.0, extracto de car-
ne 1.0, D-manitol 10.0, cloruro de sodio 10.0,
mezcla cromogénica 3.20, rojo de fenol 0.025 y
agar 15.0; con un pH final de 7.1 + 0.2, si se
quiere mayor selectividad en el medio se agrega
polimixina B.

Principio e interpretacion del medio

El medio Hi Chrome Bacillus Agar, se basa en
la formulacién de PAI formulado por Mossel en
1963, para la diferenciacién de Bacillus cereus
y Bacillus thuringiensis. El digerido péptico de

tejido animal y el extracto de carne proporcio-

Tabla No 2. Principio e interpretacion del medio.
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nan los compuestos nitrogenados que requiere
el microorganismo para su nutricién, el manitol
sirve como el hidrato de carbono fermentable,
detectado por el rojo fenol.

La mezcla de cromégenos presente en el me-
dio se divide por la enzima {3-glucosidasa, que
se encuentra en B. cereus dando como resultado
la formacién de colonias azules, B. thuringien-
sis también crece como colonias azules o verdes
ya que B. cereus y B. thuringiensis son bioquimica-
mente similares. Lo que reporta la casa comercial
para lectura e interpretacién se encuentra en la Ta-

bla No 2.

Interpretacién

Microorganismo (ATCC)

Bacillius subtilis

Bacillius cereus

Bacillius thuringiensis

Bacillius megaterium
grandes y mucosas

Bacillius coagulans

Bacillus pumilus
grandes y mucosas

Crecimiento

Pobre , colonias grandes, planas,
secas y con bordes irregulares

Muy bueno, con colonias grandes,
planas, secas y co bordes irregulares.

Muy bueno, con colonias confluentes
y planas de bordes irregulares

Bueno, con colonias confluentes,

Bueno, con colonias pequefas y mucosas

Pobre con colonias confluentes,

Color de la colonia

Rosa

Azul y/o con centro azul

Azul o verde

Amarillas

Rosa

Verde brillante

De igual forma se realiz6 la identificacion bioqui-
mica mediante el sistema BBL CRYSTAL para
Gram positivos, segtin el protocolo estandarizado,
con el fin de confirmar las especies. Este sistema
es un método de identificacién en miniatura que
utiliza substratos convencionales, fluorogénicos y
cromogénicos modificados. Los procedimientos
de andlisis usados en los sistemas BBL Crystal ID,
son modificaciones de métodos cldsicos, incluyen-
do pruebas para la fermentacién, la oxidacién, la
degradacién y la hidrélisis de diferentes substra-
tos. La hidrélisis enzimdtica de los substratos fluo-
rogénicos que contienen derivados cumarinicos

del 4-metil-umbeliferona (4MU) o del 7-amino-

4-metilcumarin (7-AMC) resulta en un aumento
de la fluorescencia que se detecta ficilmente a sim-
ple vista con una ldmpara de luz ultravioleta. Los
substratos cromogénicos, después de ser hidroliza-
dos, producen cambios de color que pueden detec-
tarse visualmente.

Fase II. Capacidad solubilizadora de fosfatos de
las bacterias nativas en el medio de cultivo selecti-
vo Pikovskaya.

El medio Pikovskaya contiene en gramos/li-
tro: glucosa 10.0, Ca3(PO,), fosfato de calcio
5.0, (NH4)ZSO4 sulfato de amonio 5.0, KCI
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cloruro de potasio 0.2, MgSO,7H,O sul-
fato de magnesio 0.1, MnSO,2H,0 sulfato
de manganeso 0.0001, FeSO, sulfato ferroso
0.0001, extracto de levadura 0.5 y agar 15.0.
El extracto de levadura y las diferentes sales pro-
porcionan nitrégeno y otros nutrientes necesa-
rios para el crecimiento bacteriano, la dextrosa
es fuente de energia. Las bacterias solubilizado-
ras de fosfato crecen en este medio y forman una
zona clara alrededor de la colonia, debido a la
solubilizacién de fosfato mediada por enzimas
bacterianas como las fosfatasas, que catalizan la
hidrélisis de esteres y anhidridos del 4dcido fos-
forico. Estas fosfatasas se clasifican de acuerdo
con el tipo de enlace y compuestos sobre los que
actian en: fosfatasas que actdan sobre enlaces
de tipo ester que se dividen en monoesterfosfa-
to hidrolasa, diesterfosfato hidrolasas, trifosfato
monoester hidrolasas, difosfato monoester hidro-
lasas y triesterfosfato hidrolasas (16).

La presencia de dcidos orgdnicos como el oxdlico
permiten la acidificacién del medio y facilitan el
proceso de absorcién a las bacterias que son ca-
paces de convertir el fosfato tricdlcico Ca3(PO,),
en fosfato di y monobdsicos con la produccién de
halos de solubilizacién en el medio.

Fase |: DESCONGELACION Y ACTIVACION DE
LAS CEPAS DEL GENERO Bacillus

Ca3(PO,),+C,0,H, —> 2CaHPO,+Ca O,

Fosfato tricalcico + dcido oxdlico = fosfato dicélcico + oxalato de calcio

Las 11 cepas seleccionadas y los 2 controles fue-
ron sembradas inicialmente por agotamiento
en el agar Pikovskaya, se incubd por 24 horas
a 37°C. Se considera positivo para la solubili-
zacién de fosfato cuando el indicador purpura
de bromocresol vira en el medio de morado a
amarillo. Una vez comprobado el crecimien-
to y cambio en el color del medio de cultivo
se procedié a sembrar por duplicado y por la
técnica de botén con asa calibrada en el me-
dio Pikovskaya para evidenciar la formacién del
halo de solubilizacién (halo claro alrededor de
las UFC). Se realizé lectura a las 24 y 48 horas
para observar cambios en el tamano del halo
de solubilizacién y se realizaron los respectivos
cdlculos aplicando la formula descrita a conti-
nuacién para hallar el indice.

s Didmetro de la colonia (2mm) + didmetro del halo

Didmetro colonia (2mm)

En el Figura 1 se presenta el procedimiento de las
dos fases y las actividades desarrolladas en cada
una de ellas.

—

Cultivo en medios primarios: caldo BHI y
Agar BHI, agar sangre.

l

Caracteristicas macroscopicas J

|

Obtencién de UFC propias del género Bacillus

Coloracion de Gram y se observé en 100x. ‘

l

Caracteristicas microscopicas )

|

Se espera observar Bacilos Gram positivos
esporulados
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Fase IlI: Comprobar la capacidad solubilizadora
de fosfato de las cepas en medio Pikovskaya.

Las cepas se sembraron por
agotamiento en el medio

Se sembraron por botén en el
medio Pikovskaya para observar la

Pikovskaya para evidenciar la
acidificacion del medio.

»  formacion del halo de solubilizacion.

Figura 1. Diagrama de técnicas y procedimiento de las dos fases de la investigacién.

Resultados
Fase I. Descongelacién, activacion e identificaciéon
fenotipica de las cepas.

Caracteristicas macroscopicas

En los medios primarios (Agar BHI, agar sangre
y caldo BHI) se obtuvo crecimiento de colonias
cremosas, blanquecinas, grandes y uniformes.
Las cepas presentaron hemdlisis variables (y y 3)
Figura 2.

Figura 2. Izquierda. Se evidencia crecimiento de UFC
en agar de Infusién cerebro corazén (BHI). A las 24 ho-
ras de incubacién. Derecha. Hemolisis B en agar sangre
Arévalo, Moreno (2013).

Caracteristicas microscépicas
En la coloracién de Gram, se observaron bacilos
Gram positivos esporulados.

Figura 3. Bacillus Gram positivos. Coloracién de Gram 100X.
Arévalo, Moreno (2013).

Diferenciacién de especies del género Bacillus en
medio cromogénico. Con este aislamiento se ob-
tuvo la primera identificacién presuntiva.

Figura 4. Izquierda. Colonias verdes caracteristicas de Baci-
Ulus subrtilis. Derecha. Colonias rosa de Bacillus sphaericus (cepa
control) en agar HiChrom Bacillus a las 24 horas de incubacién.
Arévalo, Moreno (2013).
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Verificacion con BBL CRYSTAL™
Los resultados obtenidos de la lectura del BBL CRYSTAL™ se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la lectura BBL CRYSTAL para Gram positivos con sus respectivos porcentajes.

Cepa . Codigo del Caracteri.zacion % De
sistema crystal especies confiabilidad
SF1 2574000771 B. brevis 99.9%
SF2 2650000753 B. brevis 99.9%
SF3 2474567743 B. pumilus 99.9%
SF4 2734673673 B. licheniformis 99.5%
SF5 2764463646 B. subtilis 99.9%
SF6 2414063653 B. subtilis 99.0%
SF7 2774377677 B. licheniformis 99.9%
SF8 2774577773 B. licheniformis 99.9%
SF9 3474567773 B. pumilus 99.9%
SF 11 Control negativo B. sphaericus nativo Grupo Ceparium
SF12 Control negativo B. sphaericus ATCC Grupo Ceparium
SF13 2454061656 B. pumilus 99.9%
SF14 27744667673 Bacillus sp 99.0%

Fase II: Capacidad solubilizadora de fosfatos del
género Bacillus en el medio Pikovskaya.

Figura 6. Resultados solubilizacién de fosfatos: Izquierda. No se
observa formacion del halo de solubilizacion de fosfato B. sphae-
ricus. Derecha. Formacion del halo de solubilizacion de la cepa
SF3 de B. pumilus en medio Pikovskaya, siembra en botdn a las

Figura 5. Izquierda. No se evidencia uso de fosfato (control ne-
gativo, Bacillus sphaericus). Derecho. Viraje del color morado a
amarillo indica solubilizacion de fésforo( Control positivo, Baci-
Ulus licheniformis), siembra por agotamiento en medio Pikovskaya
a las 24 horas de incubacion. Arevalo, Moreno (2013).

24 horas de incubacion. Arevalo, Moreno (2013).
Formacion de halos de solubilizacion
En las Figuras 6 y 7 se presentan los resultados

obtenidos en el medio Pikovskaya donde se evi-

dencian los halos de solubilizacién para las cepas Figura 7. Comparacion de los diferentes tamanos de halos de so-
de estudio lubilizacién de fosfato en el medio Pikovskaya a las 24 horas de

incubacién. Arévalo, Moreno (2013).
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En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos a las 24 y 48 horas de incubacién tomando el pro-
medio de las lecturas en milimetros obtenida en los dos montajes.

Tabla 4. Tamafio de los halos de solubilizacién a las 24 y 48 horas en medio Pikovskaya.
Arévalo, Moreno (2013).

It e Medicion halos Medicién halos

a las 24 horas a las 48 horas
SF1 B. brevis 0 mm 2 mm
SF2 B. brevis 18 mm 20 mm
SF3 B. pumilus 12 mm 15 mm
SF4 B. licheniformis 8 mm 10 mm
SF5 B. subtilis 6 mm 9 mm
SF6 B. subtilis 10 mm 11 mm
SF7 B. licheniformis 2 mm 4 mm
SF8 B. licheniformis 11 mm 12 mm
SF9 B. pumilus 7 mm 10 mm
SF11 é‘og’é‘éf’:é‘”‘ nativo 0 mm 0 mm
SF12 (B;'O'ZéﬁgmATCC 0 mm 0 mm
SF13 B. pumilus 13 mm 15 mm
SF14 Bacillus sp 2 mm 2 mm

El indice de solubilizacién (IS) de cada cepa se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Indice de solubilizacién a las 24 y 48 horas.

Indice de solubilizacién Indice de solubilizacién
24 horas 48 horas
sF1 0 2
SF2 10 11
SF3 7 8.5
SF4 5 6
SF5 4 4
SF6 6 6.5
SF7 2 3
SF8 6.5 7
SF9 4.5 6
SF11 0
SF12 0 0
SF13 7.5 8.5
SF14 2 2
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Comparacién de los indices de solubilizacién
En la Figura 8 se observan los indices de solubilizacién de las 11 cepas seleccionadas para el estudio y los 2
controles negativos, en donde se puede evidenciar que hay comportamientos diferentes para cada una de ellas.
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Figura 8. Indice de solubilizacién a las 24 y 48 horas de incubacién.

Analisis estadistico

En el diseno experimental del estudio se utiliza-
ron 11 cepas del género Bacillus para la identifi-
cacién de la actividad solubilizadora de fosfato y
2 controles negativos, el indice de solubilizacién
se determiné luego de medir el halo formado por
las colonias como se describe en la Tabla 4. Para
determinar que especie del género Bacillus tuvo
mayor actividad se realizé la gréfica de barras
comparando las 11 especies y el indice de solubi-
lizacién, la correlacién entre el tiempo de incuba-
cién y el mayor indice se representa en la figura 8,
demostrando que la diferencia en cuanto a la re-
lacién de tiempo en incubacién fue de 0.5 a 2
mm de didmetro.

Discusion

La Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) nombré el
2014 como el ano internacional de la agricultura
familiar por la importancia de esta actividad a ni-
vel mundial y de la cual muchas familias depen-
den para sobrevivir (17).

El uso apropiado de pricticas agricolas prote-
ge la biodiversidad, la seguridad alimentaria, el

desarrollo sostenible de los recursos naturales y
con ello concientizar a los paises desarrollados y en
via de desarrollo de buenas practicas que contribu-
yen a mejorar la calidad de vida de los habitantes y
erradicar la pobreza extrema y el hambre y por lo
tanto un mayor acceso a alimentos de calidad (17).

En el ecosistema del suelo existe diversidad de bac-
terias solubilizadoras de fosfato con distintas morfo-
logias Gram positivas o Gram negativas, capaces de
intervenir en el ciclo del fésforo transformando este
elemento en un compuesto soluble para las plantas.
Estos se encuentran principalmente en suelo con una
alta cantidad de materia orgdnica y realizan el proce-
so de solubilizacién mediante la produccién de enzi-
mas como fosfatasas, fitasas o dcidos orgdnicos (18).

En la fase I del estudio se comprobé la viabilidad
y se descarté contaminacién en las cepas de Baci-
llus, recolectadas de diferentes microambientes y
congeladas a -70°C. El proceso inici6 con la reac-
tivacion, para la viabilidad se utilizaron los medios
primarios agar sangre y agar caldo infusién cere-
bro corazén (BHI), con la obtencién crecimien-
to bacteriano abundante, y colonias que presen-
taron caracteristicas propias del género. A nivel



microscopico se observaron bacilos Gram positi-
vos esporulados y se procedié a la identificaciéon
macroscopica de especies en el medio Hi Chrom
Bacillus, para finalmente ser confirmadas por
pruebas bioquimicas con el BBL Crystal™ para
Gram positivos, lo que permitié comprobar que
las cepas de Bacillus del estudio coincidian con las
identificaciones realizadas en los trabajos previos
de donde se aislaron estas bacterias (11-14).

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar que
las caracteristicas propias de las cepas pertenecientes a
Bacillus se mantuvieron durante el proceso y tiempo
de congelacién. Esta conservacién puede deberse a
una caracteristica sobresaliente de esta especie como
lo es la posibilidad de formar esporas frente a condi-
ciones ambientales extremas, permitiéndoles perma-
necer viables por largos periodos de tiempo (19).

En la fase II se identific6 el potencial solubiliza-
dor de fosfato de las cepas en el medio Pikovskaya
(fosfato tricdlcico) mediante la aplicacién de pro-
tocolos utilizados en estudios previos como los de
Chen Y.P, Rekha P et al y en el trabajo de Usha
Seshachala ez a/en 2012 (20, 21).

El presente estudio determina la funcién solu-
bilizadora de fosfato de forma cualitativa por
observacién de la formacién del halo en el me-
dio y su capacidad solubilizadora mediante la
medicién del mismo. La relacién del halo y el
indice de solubilizacién nos indica procesos de
produccién de fosfatasas, fitasas y dcidos orgd-
nicos, asi como la acidificacién del medio dada

por la disminucién del pH (22).

Al determinar los indices de solubilizacién para
cada una de las especies bacterianas, se evalué
la relacién del tamafo de la colonia y el tama-
fio del halo de solubilizacién en mm. Se calcu-
16 el didmetro de la colonia y del halo forma-
do alrededor del inoculo mediante la férmula:
Didmetro de la colonia + Didmetro del halo de
solubilizacién / Didmetro de la colonia, lo que
indica el radio de accién de la bacteria sobre el
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fosfato tricalcico, expresado en mm, en relacién
al tamano de la colonia (23).

La formacién del halo transparente que se observa
alrededor de las colonias ocurre en la medida que
sucede la solubilizacién, lo que establece un indi-
cador de la actividad solubilizadora de fosfato por
las bacterias (23).

La solubilizacién de fosfato se evidencié en las 11
cepas del estudio, obteniendo la acidificacién del
medio el cual es inversamente proporcional a la
cantidad de fésforo segun Alvarez y Garcia (24),
por lo tanto se puede concluir que el 90 % de las
cepas son capaces de solubilizar el fésforo insolu-
ble a partir de fosfato tricilcico.

Las especies del género Bacillus demostraron ca-
pacidad solubilizadora de fosfatos, con diferentes
tamanos de halo, en la prueba de siembra en botén
en el medio Pikovskaya, similares a los reportados
por Gupta (2007), quienes reportan haber obteni-
do halos entre 14 y 41 mm (25).

Las 11 cepas del estudio no mostraron cambios sig-
nificativos en el indice de solubilizacién en el medio
Pikovskaya durante las 24 y 48 horas de incuba-
ci6én, cabe destacar que el ensayo se realizé por du-
plicado, durante la fase logaritmica de las bacterias,
obteniendo halos de mdximo 18 mm a las 24 horas
y 20 mm a las 48 horas en el caso de Bacillus brevis.
El rango promedio para las cepas que presentaron
los indices mds bajos, oscil6 entre 2 y 3 mm y se
pueden clasificar como potenciales solubilizadoras
de fosfato ya que presentan un resultado igual o
mayor que otras bacterias también consideradas so-
lubilizadoras de fosfato en medio sélido como Pan-
toea sp 'y Pseudomonas sp, las cuales demostraron
esta funcién en un mayor tiempo de incubacién, tal
como lo describen Cordero ez aly Shekhar Nautiyal
en sus investigaciones (19, 26).

Las cepas correspondientes a Bacillus sphaericus
nativo y B. sphaericus ATCC correspondieron a
controles negativos, por lo tanto no formaron halo
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de solubilizacién. El mayor halo de solubilizacién
lo obtuvo B. brevis (20 mm) seguido de B. pumilus
(15mm) y B. licheniformis (12mm) este ultimo fue
reportado por Tejera Herndndez ez 2/ como solubi-
lizador de fosfato en cultivos de arroz (27).

Bacillus subtilis presenté un menor halo e indice
de solubilizacién respecto a las bacterias ya men-
cionadas, sin embargo, en el trabajo realizado por
Usha Seshachala ez 2/ demostré capacidad para
solubilizar otras formas de fosfato: fosfato de roca
(RP), fosfato tricilcico (TCP) y fosfato di hidrége-
no de potasio (KHP) (21).

La ausencia o halos de solubilizacién pequenos en
el medio de cultivo Pikovskaya no indica necesaria-
mente que el microorganismo no poseelafuncién;los
sitios de aislamiento y el ambiente donde se encuen-
tran las bacterias también influye en su capacidad
solubilizadora, ya que existen mecanismos inducto-
res o de represién genética reguladas por la disponi-
bilidad de fésforo, es decir los genes se expresan de
acuerdo a las condiciones en las que el organismo
se encuentre, lo que demuestra que a pesar que to-
dos los microorganismos aislados comparten carac-
teristicas genéticas y se encuentren en las mismas
condiciones nutricionales en el estudio, son inde-
pendientes en cuanto a su actividad solubilizadora
de fosfato (28, 29), como es el caso del B. subtilis
que proviene de chimeneas de restaurantes de pollo,
en contraste con las bacterias que presentaron ma-
yor indice de solubilizacién como fueron B. brevis,
B. licheniformis y B. pumilus que provienen de las
rizéstera de diferentes cultivos y estuvieron en con-
tacto con los nutrientes disponibles en el suelo.

Por lo tanto con éste método es posible observar
la presencia o ausencia de la actividad solubiliza-
dora de fosfato, pero no es una prueba que confir-
me si realmente los microorganismos en estudio
no tienen dicha capacidad, para esto es necesario
comprobar esta funcién en medios liquidos ya que
también se ha demostrado que no todos los mi-
croorganismos tienen la capacidad de solubilizar
fosfatos en medio sélido (19, 30).

De acuerdo con los resultados B. brevis y B. pu-
milus presentan los mejores resultados en ambas
mediciones y se constituyen como cepas promete-
doras y eficientes para realizar el proceso de solubi-
lizacién de fosfato. Existen escasos reportes sobre
estas dos especies como bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, sin embargo el presente estu-
dio demuestra que dentro del género Bacillus son
las especies que mds se destacan e interesan para el
desarrollo de investigaciones acerca de su relacién
con ésta y otras funciones.

Optar por alternativas como los biofertilizantes
constituye un aprovechamiento de los microorga-
nismos como Bacillus sp, un género que se carac-
teriza por ser un excelente solubilizador de fosfato
y ofrece mejorar la disponibilidad de nutrientes en
los microambientes, mdxime cuando el fésforo es
considerado un elemento limitado en la agricultu-
ray que es necesario para optimizar e incrementar
la produccién en los cultivos vegetales (31).
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