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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue aislar y caracterizar bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) asociadas a la rizosfera de
Baccharis macrantha y Viburnum triphyllum, y evaluar su capacidad para solubilizar fosfatos en condiciones in vitro. Ademds se determiné
el efecto de la inoculacién de las cepas de BSF mds eficientes sobre el crecimiento de B. macrantha. Las muestras de suelo rizosférico
de B. macranthay V. triphyllum fueron colectadas en los meses de mayo-periodo de lluvia y septiembre-periodo seco del 2012. Para la
cuantificacién de bacterias heterétrofas cultivables y BSF se emple6 el método de recuento en placa en los medios Agar Tripticasa
de Soya y Pikovskaya (PVK) respectivamente. La capacidad de solubilizacién de fosfatos de las cepas aisladas se estimé a partir
del didmetro de los halos formados alrededor de las colonias en el medio de cultivo PVK después de 7 dias de incubacién a 28 °C.
Los ensayos de inoculacion en B. macrantha se realizaron con las BSF mas eficientes. La inoculacién de las BSF B. firmus y P. fluorescens
de forma individual y como inoculante combinado mostro un efecto benéfico, incrementando significativamente el porcentaje de
germinacién de semillas, la altura de la plantula, la longitud de la raiz y el peso seco de B. macrantha. La inoculacién de BSF podria ser
considerada una estrategia para mejorar el crecimiento y establecimiento de B. macrantha en pastizales abandonados.

Palabras clave: Bacillus firmus, Pseudomonas fluorescens, restauracion.

ABSTRACT

The objectives of this research was to isolate and characterize phosphate solubilizing bacteria (BSF) associated to the rhizosphere of
Baccharis macrantha and Viburnum triphyllum, and to assess their ability to solubilize phosphate under conditions in vitro. Furthermore
to determine the effect of inoculation of the strains BSF more efficient on the growth of B. macrantha. Rhizosphere soil samples of B.
macrantha and V. triphyllum were collected in the months of May-rainy season and September-period dry the 2012. Trypticase Soya
Agar and Pikovskaya (PVK) were used for quantification of culturable heterotrophic bacteria and BSF, respectively. The phosphate
solubilizing capacity of the isolated strains was estimated from the diameter of the halo around the colonies formed in the culture
medium PVK after 7 days incubation at 28 °C. Inoculation assays were performed with more efficient BSF in B. macrantha. Inoculation
of BSF Bacillus firmus and Pseudomona fluorescens individually and as inoculant combined showed a beneficial effect, significantly
increasing the percentage of seed germination, seedling height, root length and dry weight of B. macrantha. Inoculation the BSF could
be considered a strategy to improve the growth and development of B. macrantha in abandoned pastures.

Keywords: Bacillus firmus, Pseudomonas fluorescens, restoration.
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INTRODUCCION

La plantacién de arbustos y drboles de especies nativas
constituye una de las estrategias mds ampliamente
utilizadas para la restauracién de pastizales abandonados
(con dominancia de especies exdticas invasivas) y dreas
degradadas (Holl, 2002; Goméz et al., 2004; Vargas, 2011),
sin embargo, el éxito del establecimiento de las plantasy la
sucesién dependen en gran medida de la disponibilidad de
nutrientes en el suelo y por consiguiente de la actividad de
las comunidades microbianas que lo habitan.

Uno de los factores limitantes mds frecuentes en los
procesos de restauracién es la baja disponibilidad de
nutrientes presentes en el suelo, de esta manera las plantas
introducidas no se pueden establecer con facilidad,
presentando bajas tasas de crecimiento y altos niveles de
mortalidad. Adicionalmente, los suelo donde se llevan a
cabo los planes de revegetacidn se caracterizan por ser suelos
degradados donde las poblaciones de microorganismos
benéficos que establecen relaciones simbidticas con las
plantas estdn muy disminuidas (Barreto et al., 2007; Franco
y Garcia, 2012), como consecuencia al realizar planes de
restauracién se siembran plantas sin los microorganismos
que pueden ayudar a su desarrollo y facil adaptacién al
suelo. Por tal razén, una de las alternativas que se puede
desarrollar para contribuir en la consolidacién de los
planes de restauracién en suelos deteriorados consiste
en incrementar la abundancia de microorganismos que
establecen asociaciones benéficas con las especies vegetales
introducidas (Matias et al., 2009).

Se realizaron plantaciones experimentales con especies
nativas como Baccharis macrantha Kunth'y Viburnum tryphyllum
Bentham en pastizales abandonados del municipio de
Arcabuco, no obstante, el establecimiento de las plantas
estuvo limitado en gran medida por la deficiencia de
nutrientes principalmente de fésforo (Cortés-Pérez F. Obs.
Pers.).

Aunque el P es uno de los macronutrientes esenciales
para el crecimiento y desarrollo de las plantas, es el
segundo elemento mds limitante para el establecimiento
y produccién de biomasa tanto en ecosistemas naturales
como en sistemas bajo manejo antrépico (Hinsinger, 2001;
Gyaneshwar et al., 2002; Khan et al., 2007; Richardson y
Simpson, 2011). La baja disponibilidad de P en los suelos
tropicales se debe a que estos ademds de ser deficientes en
P, son extremadamente dcidos y tienen una fuerte capacidad
para fijar P en forma de fosfatos insolubles de hierro y
aluminio (Rodriguezy Fraga, 1999; Khan et al., 2007).

Este evento conduce a la necesidad de aplicaciones
repetidas y excesivas de fertilizantes fosfatados solubles,
que ademds de las limitaciones econémicas debido a sus
altos costos, pueden conducir a problemas ambientales
tales como la eutrofizacién del ecosistemas acudticos, la
salinidad del suelo (Correll, 1998; Del Campillo et al., 1999)

yalaacumulacién en el suelo de elementos téxicos presentes
en los fertilizantes (Yamazaki y Geraldo, 2003).

Las bacterias que se encuentran colonizando las raices
de las plantas son denominadas cominmente como
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPRs),
definidas por Kloepper (1993). Estas bacterias de vida
libre presentes en el suelo, capaces de adaptarse, colonizar
y persistir en la rizésfera de las especies de plantas que
estan presentes en la mayoria de los ambientes (Compant
et al., 2005), se encuentran ampliamente representadas
en cuanto a géneros microbianos. Las PGPRs estimulan el
crecimiento de las plantas a través de una compleja mezcla
de diferentes mecanismos, que pueden incluir fijacién del
nitrégeno, produccién de sideréforos, sintesis y liberacién
de fitohormonas, modulacién de los niveles de etileno de
las plantas y servir como control biolégico de fitopatégenos
(Fulchieri et al., 1993; Bashan y Holguin, 1998; Cassan et
al., 2001a; Cassan et al., 2001b; Richardson et al., 2009).
Otros mecanismos que se han propuesto, es el incremento
de la captacién del agua y minerales, como convertir formas
insolubles de P, a formas solubles que pueden ser facilmente
tomada por la raices de las plantas (Gray y Smith, 2005;
Ivanova et al., 2006; Khan et al, 2007; Richardson y
Simpson, 2011). Ademdas muchas de estas bacterias tienen
la capacidad de trascender las barreras de la endodermis,
atravesar la corteza de la raiz hasta el sistema vascular y,
como consecuencia, vivir como enddfitos en tallos, hojas,
tubérculos y otros érganos (Zinniel et al., 2002; Compant et
al., 2005) sin causar dafio a la planta.

Uno de los mecanismos mds ampliamente estudiados en
las PGPRs es |a liberacién de 4cidos orgdnicos de bajo peso
molecular, estos acidos a través de sus grupos hidroxilo y
carboxilo quelan los cationes ligados a fosfatos, liberando
iones de ortofosfato (H,PO," y HPO,?), los cuales son
facilmente absorbidos por las raices de las plantas (Chen
etal., 2006; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) son
vitales para el ciclo del P en el suelo y algunas de ellas
pueden ser empleadas para aumentar la disponibilidad de
este elemento (Richardson y Simpson, 2011). Por ejemplo,
en varios trabajos se ha reportado que la inoculacién
de microorganismos solubilizadores de P en diferentes
especies forestales, ademds de estimular el crecimiento de
las plantas en términos de altura, longitud de las raices y
biomasa, ayudan al establecimiento de las mismas en suelos
deficientes en P (Galindo et al., 2006; Ramos et al., 2007,
Matias et al., 2009).

En este contexto, los objetivos del presente trabajo
fueron aislar y caracterizar BSF asociadas a la rizosfera
de B. macrantha y V. triphyllum y evaluar su capacidad
para solubilizar fosfatos en condiciones de invernadero,
determinando el efecto de la inoculacién de las cepas de
BSF maés eficientes sobre el crecimiento de B. macrantha.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y toma de muestras
Se trabajé un lote experimental de Ecologia de la
Restauracién plantado con Baccharis macrantha y Viburnum
triphyllum en el afio 2008, ubicado en la vereda Pefias Blancas
del municipio de Arcabuco-Boyacd. Los suelos del drea de
estudio se caracterizan por presentar un bajo contenido de
P disponible (2,4 ppm), pH fuertemente acido (4,8) y por
contener una alta concentracién de aluminio (1,56 cmol
kg') segin un andlisis de caracterizacién fisico-quimica de
suelos realizados en el afio 2010 (Cortés-Pérez F. Obs. Pers.).

Se tomaron 32 muestras (16 de suelo rizosférico de B.
macrantha y 16 de V. triphyllum), en dos diferentes periodos
climéticos (ocho muestras por especie en cada periodo
climético) correspondientes a los meses de mayo (periodo
de lluvia con precipitacién media mensual de 128,3 mm) y
septiembre (periodo seco con precipitacién media mensual
de 39,9 mm) del 2012.

Se recogieron muestras de suelo rizosférico, adherido
a las raices de cada una de las plantas, cada una de 50
g, para conformar una muestra integrada de 1 kg, que
se depositaron en bolsas plésticas estéril sellopack y se
refrigeraron hasta el momento de su anlisis.

Cuantificacion de bacterias heterétrofas cultivables y
bacterias solubilizadoras de fosfatos

A partir de las muestras de suelo se realizaron diluciones
seriadas hasta 10, y se inoculé 0,1 mL por duplicado en
los medios de cultivo Agar Tripticasa de Soya -ATS- y Agar
Pikovskaya -PVK- (empleando como fuente de P fosfato
tricélcico-Ca,(PO,), 5g L', Pikovskaya, 1948). Los medios
de cultivos ATS y PVK se incubaron a 28°C por 24 h y siete
dias respectivamente.

Posteriormente, se realizd la cuantificacién de las
colonias, las cuales fueron expresadas en términos de
unidades formadoras de colonia/g suelo (UFC/g de suelo).
El recuento de BSF, se realizé por conteo de las colonias que
formaron halo de solubilizacién en el medio PVK.

Con el fin de determinar la produccién de 4cidos orgénicos
relacionados con la solubilizacién de fosfatos, las colonias
con halos de solubilizacién en el medio de cultivo PVK, fueron
repicadas al medio Agar Sandar-Rao y Shina -SRSM-1- (este
medio contiene la misma composicién del medio PVK pero
suplementado con 0,1 g/L de purpura de bromocresol, como
indicador de pH, Sandar-Rao y Shina, 1963).

Caracterizacion de las bacterias solubilizadoras de
fosfatos

Las colonias que formaron halo de solubilizacién en el
medio de cultivo PVK, fueron aisladas y caracterizadas
macroscépicamente con base a la pigmentacién, borde y
elevacién. La identificacién microscépica se realizé mediante
tinciéon de Gram; adicionalmente se realiz6 coloracién de
verde de malaquita para comprobar presencia de esporas

y coloracién de rojo congo para determinar bacterias
formadoras de capsula.

Pruebas de identificacion a los morfotipos seleccionados
Las colonias seleccionadas segtin morfologia macro
y microscépica se cultivaron en los medios selectivos
y diferenciales EMB (Pronadisa)®, agar McConkey
(Pronadisa)®, King B (Pronadisa)®, Manitol (Pronadisa)®.
Para los microorganismos escogidos a partir de los medios
selectivos, serealizaron pruebas bioquimicas convencionales,
como catalasa y comerciales, para el caso de las formas
bacilares Gram negativas se usé oxidasa (BioMérieux®), los
kit de identificacién APl 20E (Enterobacterias-BioMérieux®)
y APl 20NE (no Enterobacterias-BioMérieux®), por
otro lado, las bacterias Gram positivas, se sembraron
en las pruebas BBL Crystal™. Luego de la lectura de las
reacciones producidas, espontdneas o reveladas mediante
la adicién de reactivos, se llevé a cabo el registro manual
de los datos para su posterior incorporacién al software
APIWEB (bioMérieux). Los resultados obtenidos fueron
informados de acuerdo a los criterios establecidos por el
fabricante, considerando un resultado como vélido cuando
el porcentaje de identificacion fue de al menos 90 %.

Capacidad de solubilizacion de fosfates in vitro

La capacidad de solubilizacién de fosfatos de las cepas
aisladas se estimé a partir del didmetro de los halos
formados alrededor de las colonias en el medio de cultivo
PVK después de siete dias de incubacion a 28 °C. Se considero
como didmetro total a la distancia de extremo a extremo del
halo de solubilizacion incluida la colonia y como didmetro del
halo de solubilizacién (h) a la diferencia entre el didmetro
total y el didmetro de la colonia. Asi, las cepas aisladas
fueron agrupadas segtin el h en cuatro categorias, 1: h >0-2
mm, 2: h>2-4,3: h>4-6,4: h >6.

El indice de solubilizacién de fosfatos (IS), se calculé
como la relacién entre el didmetro total y el didmetro de
la colonia (Premono et al., 1996; Ramachandran et dl.,
2007; Khan et al., 2010). El IS de cada una de las bacterias
asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum
corresponde al promedio de cinco colonias.

Ensayos de inoculacion en B. macrantha

El aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos
(BSF), se realizé a partir de suelo rizosférico de B. macrantha
y V. triphyllum, sin embargo, los ensayos de inoculacién
solamente se llevaron a cabo en semillas de B. macrantha,
debido a que no fue posible obtener semillas de V. triphyllum
por el estado fenoldgico en el que se encontraba la planta en
el periodo en el que se realizé el ensayo.

El experimento se establecié en un invernadero ubicado
en instalaciones de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica
de Colombia en la ciudad Tunja, a una temperatura
promedio de 13,2 °Cy 2810 ms. n. m.
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Preparacién de los inoculantes
Las dos cepas que presentaron mayor IS en condiciones in
vitro fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas
comerciales como Bacillus firmus y Pseudomonas fluorescens.
Cultivos de las dos cepas con 24 h de crecimiento en ATS
fueron repicados en caldo Luria Bertani (LB), e incubados
hasta obtener una densidad de 108 UFC/mL. La suspencién
B. firmus y P. fluorescens se ajusté una absorbancia de 1,0 a
600 nmy de 0,1 a 600 nm respectivamente.

Para producir un inoculante combinado (B. firmus
+ P. fluorescens), previamente se realizaron pruebas de
compatibilidad, mediante la técnica de enfrentamiento
dual que consiste en trazar en una caja de ATS una estria
de una de las cepas a enfrentar, mientras que la otra cepa
a examinar es sembrada perpendicularmente con respecto
al cultivo inicial. A continuacién las cajas fueron puestas en
incubacién a 30 °C por 48 h (Mittal etal., 2008). Al final del
periodo de incubacién no se formaron zonas de inhibicién
de crecimiento entre las dos cepas.

Parametros de crecimiento

El disefio del experimento correspondié a un disefio
completamente al azar con cuatro tratamientos, cada uno
con 36 réplicas. Los tratamientos aplicados correspondieron
a: (1) suelo estéril + semillas de B. macrantha inoculadas
con B. firmus; (2) suelo estéril + semillas de B. macrantha
inoculadas con P. fluorescens; (3) suelo estéril + semillas de B.
macrantha inoculadas con B. firmus + P. fluorescens (inoculante
combinado); (4-Control): suelo no estéril + semillas de
B. macrantha sin ningln tipo de tratamiento, y por ultimo
(Control-caldo LB): semillas de B. macrantha en caldo Luria
Bertani (con el fin de observar posibles efectos del medio de
cultivo en las semillas).

Como sustrato para la germinacién de las semillas
se utilizé suelo estéril (autoclavado durante tres ciclos a
121°C, 15 Ib presién durante 15 minutos) proveniente del
area de estudio. Los pozos de las bandejas de germinacién
previamente desinfectados con alcohol al 70 %, fueron
rellenados con aproximadamente 35 g de suelo estéril
(para los tratamientos 1, 2 y 3) y suelo no estéril (para el
tratamiento 4-control).

Semillas de B. macrantha superficialmente higienizadas,
se sumergieron en 30 mL de cada uno de los inoculantes
bacterianos (B. firmus, P. fluorescens e inoculante combinado)
durante 60 minutos a 30 °C (Farina et al., 2012). A
continuacién, en cada uno de los pozos se sembré un
grupo semillas (100) a 5 mm de profundidad. El porcentaje
de germinacién de las semillas para cada tratamiento se
registré semanalmente hasta los 72 dias.

Cincuenta dias después de realizada la siembra se
escogieron seis plantulas por tratamiento, debido a que
ese era el nimero de individuos para el tratamiento control
y con el fin de realizar observaciones para igual nimero
de individuos en los otros tratamientos, ademaés de evitar

competencia entre las pldntulas debido al alto nimero de
individuos por cada pozo (Barreto et al., 2007; Ogata et
al., 2008).

Después de dos meses y medio, por cada tratamiento
fueron colectadas al azar 72 pldntulas (dos pléntulas por
cada una de las réplicas de cada uno de los tratamientos).
La raiz de las pldntulas fue lavada con agua de grifo para
retirar el suelo, registrdndose la altura de las plantulas y la
longitud de la raiz principal. Posteriormente, el material fue
secado a 60 °C por 24 h e inmediatamente se determin el
peso seco (Mohan y Radhakrishnan, 2012; Yu et al., 2012,
Dash etal., 2013).

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron analizados
estadisticamente con el software PASW Statistics 18 (SPSS
Inc, 2013), empleando andlisis de varianza (ANDEVA) para
establecer diferencias estadisticamente significativas. La
comparacién de medias se llevé a cabo mediante la prueba
de rango multiple de Duncan, con un nivel de significancia
de 0,05.

RESULTADOS

Cuantificacion de bacterias heterétrofas cultivables y
bacterias solubilizadoras de fosfatos
El mayor niimero de bacterias heterétrofas cultivables (BHC)
se presenté en el periodo seco con un promedio de 7,1 x 10°
(x2 x 10%) y 6,5 x 10° (+1,8 x 10°) UFC/g de suelo para B.
macrantha 'y V. triphyllum respectivamente. No presentdndose
diferencias estadisticamente significativas entre el nimero
de BHC (UFC/g de suelo) aisladas para B. macrantha y V.
triphyllum en los dos periodos climdticos (p = 0,924; Fig. 1a).

Como se indica en la Fig. 1b, el mayor nimero de
bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) aisladas para B.
macrantha y V. triphyllum se presenté en el periodo de lluvia
con un promedio de 5,5 x 10* (+2,3 x 10*) y 6,9 x 10* (3,6
x 10%) UFC/g de suelo respectivamente. Sin embargo, no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre el nimero de BSF (UFC/g de suelo) aisladas de la
rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum en los dos periodos
climéticos (p = 0,595).

El porcentaje de BSF con respecto a las BHC fue del 7,45
% para B. macrantha 'y de 9,26 % para V. triphyllum.

Caracterizacion de las bacterias solubilizadoras de
fosfatos
La caracterizacién microscépica de las colonias mostré
que la mayoria de las bacterias aisladas correspondieron a
bacilos Gram negativos, aislindose en menor proporcién
bacilos y cocos Gram positivos.

De la totalidad de BSF aisladas para la rizosfera de B.
macrantha en el periodo de lluvia, el 77,53 % de colonias
aisladas correspondié a bacilos Gram negativos, el 13,48
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% a bacilos Gram positivos no formadores de espora y el
8,99 % restante correspondié a bacilos Gram positivos
esporoformadores. En cuanto a las cepas aisladas en
periodo seco, el 71,76 % de estas correspondié a bacilos
Gram negativos, el 14,12 % a bacilos Gram positivos no
formadores de espora y el 14,12 % restante correspondié a
bacilos Gram positivos esporulados.

Las BSF aisladas de muestras de rizosfera de B. macrantha,
tomadas en periodo de lluvia se identificaron dentro de ocho
géneros, entre los cuales, Pseudomonas fue el mds abundante
con 46,06 %, seguido por Enterobacter con 21,34 % del total
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de las cepas bacterianas fosfato-solubilizadoras aisladas.
Por otro lado, las BSF aisladas de las muestras de rizosfera
tomadas en periodo seco se identificaron en seis géneros,
donde nuevamente Pseudomonas fue uno de los géneros
mds representativos con un 54,11 %, seguido por Bacillus
con 14,11 % del total de las cepas de BSF aisladas. Otros
géneros como Acinetobacter, Burkholderia y Klebsiella ademas
de presentar baja frecuencia, se reportaron solamente para
la rizosfera de B. macrantha en el periodo de lluvia (Fig. 2a).
Por otro lado, de la totalidad de BSF aisladas para la
rizosfera de V. triphyllum en el periodo de lluvia, el 77,57 % de
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Figura 1. Recuento de UFC asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum en diferentes perfodos climaticos. a. Bacterias heterétrofas
cultivables, b. Bacterias solubilizadoras de fosfatos (n=8; barras de error indican la desviacién estdndar) .
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Figura 2. Frecuencia de géneros de bacterias solubilizadoras de fosfatos aisladas de la rizosfera de B. macrantha (a) y V. triphyllum (b) en

diferentes periodos climdticos.
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las bacterias aisladas correspondié a bacilos Gram negativos,
el 14,02 % a bacilos Gram positivos no formadores de espora
y el 5,61 % de las bacterias aisladas fueron bacilos Gram
positivos esporoformadores, para este caso también se
aislaron cocos Gram positivos (2,8 %). En cuanto al periodo
seco, el 70,42 % de las cepas aisladas fueron bacilos Gram
negativos, el 22,54 % correspondié a bacilos Gram positivos
no formadores de espora y el 7,04 % restante correspondié
a bacilos Gram positivos esporulados.

Las BSF aisladas de muestras de rizosfera de V. triphyllum
tomadas en periodo de lluvia se identificaron nueve géneros,
entre los cuales, Pseudomonas fue el méas abundante con
33,64 %, seguido por Enterobacter con 29,90 % del total de
las colonias bacterianas fosfato-solubilizadoras aisladas.
De igual manera, para las muestras de rizosfera tomadas
en periodo seco, los géneros bacterianos mas abundantes
fueron Pseudomonas (42,25 %) y Enterobacter (16,90 %). Otros
géneros como Pantoea y Micrococcus, ademds de presentar
baja frecuencia, solamente se registraron para la rizosfera
de V. triphyllum en el periodo de lluvia (Fig. 2b).

Capacidad de solubilizacion de fosfates in vitro

Las colonias de BSF que se aislaron en el medio de cultivo
PVK, formaron zonas de solubilizacién. Para la rizosfera
de B. macrantha se clasificaron 174 cepas bacterianas
de acuerdo al didmetro de su halo de solubilizacién. La
mayoria de las bacterias aisladas (114) formaron halos
de solubilizacién con didmetro entre >0-2 mm, mientras
solo seis de las cepas aisladas se clasificaron en el categoria
cuatro (halos con didmetro >6 mm); 43 cepas aisladas

formaron halos de solubilizacién con didmetro entre
>2-4 mm y las 11 cepas restantes formaron halos de
solubilizacién entre los >4-6 mm.

Por otro lado, para la rizosfera de V. triphyllum se
clasificaron en total 178 cepas bacterianas de acuerdo
al didmetro del halo de solubilizacién, de las cuales 124
formaron halos de solubilizacién con didmetro entre
>0-2 mm, 49 de las cepas aisladas formaron halos de
solubilizacién entre >2-4 mm y cinco presentaron halos de
solubilizacién con didmetro entre >4-6 mm. En este caso no
se registraron colonias bacterianas con didmetro del halo de
solubilizacién superior a 6 mm.

Tal como se muestra en la Fig. 3, las bacterias aisladas
presentaron IS que variaron entre 1,1 (x0,1) y 3,7 (£0,27).
Los bacterias que presentaron mayor IS se identificaron
como B. firmus (IS: 3,4) y P. fluorescens (IS: 3,7; Fig. 3).
Estas dos bacterias se subcultivaron y posteriormente se
emplearon en el ensayo de inoculacién en B. macrantha. En
general, se observé que los IS mds grandes se produjeron
por bacterias Gram negativas.

En relacién con las bacterias inoculadas en el medio
SRSM-1, todas produjeron acidificacién, lo que indica que
las bacterias aisladas tienen la capacidad de producir acidos
organicos.

Ensayos de inoculacion en B. macrantha

Los porcentajes de germinacién de semillas de B. macrantha
fueron mayores cuando estas fueron inoculadas con los
tratamientos bacterianos, alcanzado valores superiores al 50
% de germinacién (65, 56 'y 56 % para P. fluorescens, B. firmus
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Figura 3. indice de solubilizacién de fosfatos de bacterias asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum (n=>5; barras de error muestran
la desviacién estandar). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias significativas (Duncan; p<0,05).
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+ P. fluorescens y B. firmus respectivamente), en tanto que el
control tan solo alcanzé el 7 % de germinacién (Fig. 4).

Después de 72 dias de haberse inoculado y sembrado
semillas de B. macrantha, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la altura promedio de las
plantulas germinadas de semillas inoculadas con B. firmus,
P. fluorescensy B. firmus + P. fluorescens, en comparacién con la
altura promedio de las plantulas obtenidas en el tratamiento
control (p =0,0001).

Los valores maximos de altura de las pldntulas de B.
macrantha se obtuvieron con inoculaciéon de P. fluorescens,
seguido por B. firmus y B. firmus + P. fluorescens. No
encontrdndose diferencias estadisticamente significativas
entre la atura promedio de las plantulas para los tres
tratamientos (Tabla 1).

La longitud de la raiz principal fue afectada en gran
medida por la inoculacién de B. firmus + P. fluorescens, donde
se registré la maxima longitud.

Para el peso seco el valor mds sobresaliente se reportd
con la inoculacién de B. firmus + P. fluorescens el cual fue
estadisticamente superior a los tratamientos donde hubo
inoculacién de las dos BSF (B. firmus'y P. fluorescens) de forma
individual (p = 0,0001; Tabla 1).

En el control de semillas de B. macrantha en caldo LB no
se observé germinacién.

DISCUSION

Cuantificacion de bacterias heterétrofas cultivables y
bacterias solubilizadoras de fosfatos

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) asociadas
a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum estuvieron
representadas por menos del 10 % en relacién a las bacterias
heterétrofas cultivables. Al respecto Santa-Regina et al.
(2007), Lara et al. (2011) y Azziz et al. (2012), registraron
porcentajes de aislamiento entre el 8 y 15 % en cultivos de
avena, sorgo Yy terrenos colonizados por especies nativas
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Figura 4. Efecto de la inoculacién de BSF sobre la germinacién de semillas de B. macrantha en condiciones de invernadero. Los valores graficados
representan el promedio (n=36), diferentes letras indican diferencias significativas (Duncan; p<0,05).

Tabla 1. Efecto de la inoculacién de BSF sobre el crecimiento de B. macrantha en condiciones de invernadero (n=72; valor entre paréntesis
corresponde a la desviacidn estdndar). Las diferentes letras en las mismas columna indican diferencias significativas (Duncan; p<0,05). AP-Altura

de la plantula, LR-Longitud de la raiz principal y PS-Peso seco.

Atributos
Tratamientos AP (cm) LR (cm) PS (g)
Control 1,15 (20,36) b 2,25 (£0,93) b 0,99 (£0,20) d
B. firmus 1,45 (£0,15) a 2,25 (+1,17)b 117 (£0,11) ¢

P. fluorescens

1,50 (20,21) a

2,36 (+1,02) b

1,29 (£0,12) b

B. firmus + P. fluorescens

1,47 (0,17 a

3,01 (x1,16) a

1,36 (+0,10) a
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y pastizales de carretén y raigrds. En contraste, Martinez-
Nieto y Garcia-Gonzdlez (2010), Farina et al. (2012) y
Muleta et al. (2013), encontraron que las poblaciones de
BSF estuvieron representadas por el 30 % del total de las
bacterias asociadas a la rizosfera de plantas de canola
(Brasica napus Linneo), encenillo (Weinmannia tomentosa
Linneo f) y café (Coffea arabica Linneo).

Caracterizacion de las bacterias solubilizadoras de
fosfatosz

La mayoria de las BSF asociadas a la rizosfera de B.
macrantha y V. triphyllum correspondieron a bacilos Gram
negativos. Esto es coherente con lo reportado por Martinez-
Nieto y Garcia-Gonzélez (2010) y Lara etal. (2011), quienes
sefialaron que las poblaciones de BSF relacionadas a la
rizosfera de guayaba agria (Psidium araca Swartz) y encenillo,
eran predominantemente bacilos Gram negativos.

Otros morfotipos aislados en menor proporcién de
la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum correspondieron
a bacilos y cocos Gram positivos. Lara et al. (2011),
reportaron bacilos y cocos Gram positivos en un 5 %y 2 %
respectivamente, del total de las BSF asociadas a la rizosfera
de arboles de guayaba agria.

Los géneros fosfatosolubilizadores més frecuentes en los
dos periodos climaticos para las dos especies de plantas,
correspondieron a Pseudomonas sp., Enterobacter sp. y Bacillus
sp. Resultados similares son reportados por Muleta et al.
(2013), quienes encontraron que Pseudomonas y Bacillus,
fueron las BSF mds abundantes en la rizosfera de plantas de
café que crecian en bosques naturales.

Las BSF de los géneros Acinetobacter sp., y Klebsiella sp.,
solo se aislaron de la rizosfera de B. macrantha. Por su parte,
Pantoea sp. y Micrococcus sp., se aislaron exclusivamente de
la rizosfera de V. triphyllum. Autores como Houlden et al.
(2008), Dunfield y Germida (2003), Santa-Regina et al.
(2007), Farina et al. (2012), reportan que la composicién,
incidencia y distribucién de la comunidad microbiana en la
rizosfera es influenciada por muchos factores. Asi, patrones
de exudacién de la raiz que varia durante el ciclo de vida
de las plantas y cambios en variables ambientales como la
precipitacién y la temperatura cambian la composicién de
la comunidad microbiana.

Adicionalmente, la rizodeposicién de nutrientes por
parte de las raices de las plantas es otro de los aspectos
determinantes de la diversidad bacteriana, debido a que
diferentes especies de plantas crean condiciones desiguales
principalmente a través de sus exudados (Smallaetal., 2001;
Houlden et al., 2008).

Capacidad de solubilizacion de fosfatos in vitro

La mayoria de bacterias aisladas formaron halos de
solubilizacién con didmetro inferior a 2 mm. Resultados
similares son reportados por Azziz et al. (2012). Contrario

a lo reportado por Gupta et al. (2010), et al. (2012), Yu et
al. (2012) y Muleta et al. (2013), quienes encontraron que
la mayoria de las BSF asociadas a la rizosfera de plantas
café y stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) formaron halos de
solubilizacién de fosfatos con didmetro superior a los 5 mm
después de cinco dias de incubacién en medio PVK.

El indice de solubilizacién de fosfatos (IS) de las bacterias
asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum oscil6
entre 1,1 a 3,7. Las dos cepas bacterianas que presentaron
mayor IS de fosfatos correspondieron a P. fluorescens y B.
firmus. Estos resultados concuerdan con los mostrados por
Lara et al. (2011), Yu et al. (2012) y Muleta et al. (2013)
quienes reportan rizobacterias solubilizadoras de fosfatos
con IS entre un rango de 1,25 a 5,82, e indican que en
general las cepas Gram negativas presentaron los IS mds
altos, siendo Pseudomonas el de mayor tamafio halos de
solubilizacién. Adicionalmente, Muleta et al. (2013),
reportan que todos las bacterias Gram negativas que
aislé tienen la capacidad de producir 4cidos orgénicos,
principalmente los 4cido 2-cetoglucénico y glucénico, lo
que explica la mayor capacidad de solubilizacién de P de las
bacterias Gram negativas en comparacién con las bacterias
Gram positivas.

Las BSF crearon zonas de acidificacién en el medio SRSM-
1, lo que indica la produccidén de 4cidos orgédnicos por parte
de los aislamientos. Varios autores sefialan que la secrecién
de 4cidos organicos es uno de los mecanismos esenciales
para la solubilizacién de fosfatos minerales insolubles (Ca,
(PO,), roca fosférica, entre otros compuestos) por parte
de las bacterias. Sin embargo, aclaran que no es el tnico
mecanismo involucrado en este proceso (lllmer y Schinner,
1995; Chen etal., 2006; Muleta etal., 2013). Entre los 4cidos
orgdnicos, la produccién de los acidos 2-cetoglucénico y
glucdnico por los géneros bacterianos Bacillus y Pseudomonas,
es el mecanismo mds frecuentemente descrito en la literatura
como responsable de la solubilizacién de fosfatos (Chen
et al., 2006; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010;
Muleta et al., 2013).

Ensayos de inoculacion en B. macrantha

El incremento mds significativo en los pardmetros de
crecimiento evaluados para B. macrantha se presentd
con la aplicacién del inoculante combinado de las BSF
en comparacién con los resultados obtenidos en los
tratamientos donde se inocularon BSF de forma individual.
La estimulacién de la germinacién de semillas, el incremento
de la altura de las plantulas y el mayor desarrollo de las raices
de B. macrantha por la inoculacién de B. firmus y P. fluorescens,
puede ser explicado por la capacidad de estas bacterias
para producir sustancias promotoras del crecimiento de
las plantas como el acido indolacético (AlA), cuya principal
funcién es la de estimular la germinacién de las semillas,
acelerar el crecimiento de las plantas especialmente en
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sus primeros estadios, inducir la iniciacién radicular e
incrementar la formacién de raices y pelos radicales (Khalid
etal., 2003; Khalid et al., 2004).

Es importante resaltar que el buen desarrollo del
sistema radical de plantulas de B. macrantha obtenidas de
semillas inoculadas con BSF, podria indicar una mayor
probabilidad del establecimiento de las plantulas en
condiciones de campo (suelos deficientes en P y otros
nutrientes), debido a la mayor drea de contacto para la
absorcién de los nutrientes. Con respecto a esto, Galindo
et al. (2006), Ramos et al. (2007) y Matias et al. (2009),
Gupta et al. (2010), Gupta et al. (2012) y Muleta et al.
(2013), sefalan que la inoculacién de microorganismos
solubilizadores de P en plantas y semillas de especies
forestales, ademds de incrementar significativamente el
crecimiento de la planta en términos de altura, peso seco
y contenido de P en las diferentes estructuras de la planta,
también reduce el indice de mortalidad de las mismas
cuando son trasplantadas a campo.

Adicionalmente, Barreto et al. (2007), Farina et al.
(2012), Yu et al. (2012) y Dash et al. (2013), sefialan que
los resultados positivos sobre el crecimiento de las raices y
el aumento del peso seco de tallos y raices de las plantulas,
pueden ser debidos a la habilidad de las cepas bacterianas
para solubilizar fosfatos, aunque no afirman que este haya
sido el unico o principal mecanismo responsable de una
respuesta positiva en el crecimiento.

Otras caracteristicas de las PGPRs, como la produccién
de sideréforos, la fijacién biolégica del nitrégeno y la
presencia de actividad ACC deaminasa, para reducir la
produccién de etileno, que aunque no fueron evaluadas
para las cepas aisladas en este trabajo, podrian explicar
parte de los resultados obtenidos. El género Pseudomonas,
ha sido ampliamente estudiado por su capacidad para
fijar nitrégeno, sintetizar componentes inddlicos y
producir sideréforos (Jha et al., 2009; Farina et al., 2012;
Mohan y Radhakrishnan, 2012). Otro género bacteriano
reconocido por su actividad PGPR es Bacillus, ademds
de su capacidad para solubilizar P, algunas cepas son
cominmente productoras de sider6foros (Ribeiro y
Nogueira, 2012).

CONCLUSIONES

La inoculacién de las cepas de BSF B. firmus y P. fluorescens
de forma individual y como inoculante combinado mostré
un efecto benéfico, incrementando significativamente
el porcentaje de germinacién de semillas, la altura de
plantulas, la longitud de las raices y el peso seco total de
B. macrantha. La inoculacién de estas BSF puede ser una
opcién alternativa para la movilizacién de compuestos
fosfatados insolubles que se encuentran presentes en
el suelo. Sin embargo, es necesario realizar estudios
posteriores para evaluar los efectos de estas cepas
bacterianas en condiciones de campo.
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