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ACTINOMICETOS MINERALIZADORES DE FOSFATO
INVOLUCRADOS EN LA INTERACCION RADICAL DE
Glomus sp.-TREBOL BLANCO!

Ruth Milena Gémez-Vargas?®, Diana Carolina Bello-Bello?, Luis Daniel Prada-Salcedo?, Maria Ximena
Rodriguez-Bocanegra?, Luis David Gomez-Méndez?, Marcela Franco-Correa®

RESUMEN

Actinomicetos mineralizadores de fosfato involucra-
dos en la interaccion radical de Glomus sp. - trébol blan-
co. El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad
de los actinomicetos para mineralizar fésforo orgdnico y su
interaccion rizosférica con micorrizas en Trifolium repens
L. (trébol blanco). En enero de 2009, en el laboratorio de
la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA) de
la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd, Colombia, se
cuantific6 la actividad fosfatasa de Streptomyces sp. (cepa
MCRY), Streptomyces sp. (cepa MCR26) y Thermobifida
sp. (cepa MCR24) con la técnica del p-nitrofenil fosfato.
Thermobifida sp. (cepa MCR24) presentd la menor activi-
dad. La inoculacion de solo actinomicetos presentd valores
mayores de fésforo inorgdnico en suelo, mientras que la
concentracion de fésforo a nivel foliar fue mayor cuando ha-
bia co-inoculacién actinomiceto-Glomus sp., a excepcion de
la cepa Thermobifida sp. (cepa MCR24). La co-inoculacién
con los actinomicetos y Glomus sp. estimul6 la produccién
de biomasa y el porcentaje de colonizacién. Se determind la
capacidad para mineralizar fésforo orgdnico por los actino-
micetos al asociarse con Glomus sp. de forma sinérgica y be-
néfica tanto para la planta como para la micorriza. Se realiz6
el andlisis de la varianza y prueba de “t” ALS (P<0,05) para
comparar los promedios entre los tratamientos. Se determind
el grado de relacion entre el porcentaje de micorrizacién y el
peso seco de las plantas mediante “r” Coeficiente de Correla-
cion, donde las plantas con los microorganismos presentaron
una micorrizacién mayor del 70%.

Palabras clave: Streptomyces sp., fosfatasas, solubili-
zacion, micorriza arbuscular.

' Recibido: 27 de octubre, 2010. Aceptado: 3 de octubre, 2011.

ABSTRACT

Phosphate-mineralizing Actinomycetes involved in
root interaction of Glomus sp.- white clover. The objective
of this work was to determine the capacity of actinomicetes
for organic phosphorus mineralization and their rhyzospere
interaction with mycorrhiza of Trifolium repens L. (white
clover). In January 2009, at the laboratory of the Unidad de
Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA) of the Pontificia
Universidad Javeriana, Bogotd, Colombia, the phosphatase
activity of Streptomyces sp. (strain MCR9), Streptomyces
sp. (strain MCR26) and Thermobifida sp. (strain MCR24)
were determined using the p-nitrofenil phosphate technique.
Thermobifida sp. (strain MCR24) showed the lowest activity.
Inoculation of actinomycetes alone resulted in higher values
of inorganic soil P, while leaf P content was higher when co-
inoculation of actinomycete-Glomus sp. occurred, with the
exception of the strain Thermobifida sp. (strain MCR24). Co-
inoculation with actynomicetes and Glomus sp. stimulated
biomass production and colonization percent. Actynomicetes
are sinergistic with Glomus sp., resulting in benefits for the
plant and the mycorrhiza. Analysis of variance and “t” tests
ALS (P<0,05) were conducted to compare the treatments.
The relation between the degree of mycorrhization plant dry
weight was determined by the “1r” correlation coefficient, and
plants associated with microorganisms was higher than 70%.

Key words: Streptomyces sp., phosphatases,
solubilization, arbuscular mycorhiza.

2 Unidad de Investigaciones Agropecuaria (UNIDIA), Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana. Bogotd, Colombia. Proyecto de
Investigacion financiado por la Vicerrectoria Académica de la Pontificia Universidad Javeriana. hoja_verde@hotmail.com; carolina.bello_@
hotmail.com; luisd09@hotmail.com; mxrodriguez@javeriana.edu.co; luis.gomez@javeriana.edu.co Autor de correspondencia: franco@
javeriana.edu.co. Cra. 7 No. 43 — 82. Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana.
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INTRODUCCION

El fésforo (P) constituye cerca del 0,2% del peso
seco de las plantas (Huss-Danell 1997). Las formas
inorgdnicas son complejos minerales insolubles, por
la reaccién del fésforo con iones calcio, hierro y alu-
minio. La materia orgdnica también es una reserva de
fosforo inmovilizado que constituye entre 20-80% del
fosforo del suelo (Whitelaw 2000, Gyaneshwar et al.
2002). En el suelo el 80% se encuentra inmovilizado
y no disponible debido a la adsorcién, precipitacién
o conversion a la forma orgédnica (Holford 1997). Es
por esto que se considera al fésforo como el segundo
nutriente limitante en los cultivos vegetales después
del nitrégeno (Arcand y Schneider 2006). Uno de los
mecanismos utilizados por los microorganismos para
solubilizar el fésforo inorganico, es la disminucién del
pH del medio que los rodea por secrecién de dcidos
organicos (Chen et al. 2006) y la exudacion de sustan-
cias quelantes (como sideréforos) (Welch et al. 2002).

La liberacién de fésforo a partir de la materia
organica por medio de las fosfatasas puede llegar a ser
una importante fuente de fésforo disponible. La mine-
ralizacién de este se realiza por medio de fosfatasas,
bien sea dcidas o alcalinas (Turner y Haygarth 2005,
El-Tarabily et al. 2008). Muchos microorganismos de-
jan disponible el fésforo mediante mineralizacién y/o
solubilizacién. Hay diversas bacterias, como los acti-
nomicetos, y géneros fungicos (Rudresh et al. 2005,
Oliveira et al. 2008) como las micorrizas arbusculares
que incrementan la captacién de fésforo por parte de
la planta (Ouahmane et al. 2007).

Este interés de utilizar tanto micorrizas como
rizobacterias para incrementar la cantidad de fésforo
disponible para las plantas (Ayyadurai ez al. 2006, Son
et al. 2006), asociado a los estudios de Franco-Correa
et al. (2010), que demostraron la interaccion benéfica
entre actinomicetos y micorrizas; asi como los pocos
estudios sobre los mecanismos involucrados en la
mineralizacion del fésforo por los actinomicetos (EI-
Tarabily et al. 2008).

La presente investigaciéon tuvo como objetivo
determinar la capacidad de los actinomicetos para mi-
neralizar fésforo organico y su interaccion rizosférica
con micorrizas en Trifolium repens L. (trébol blanco).

ISSN: 1021-7444

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizé en el afio 2009-
2010, en el laboratorio UNIDIA del Departamento de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana,
Bogotd, Colombia.

Cepas microbianas utilizadas

Las tres cepas de actinomicetos evaluadas (Strep-
tomyces sp. (cepa MCRY), Thermobifida sp. (cepa
MCR24) y Streptomyces sp. (cepa MCR26) fueron
obtenidas de los aislamientos realizados por Franco-
Correa (2008), a partir de muestras de suelo rizosfé-
rico de trébol blanco. Las cepas se sembraron en agar
avena (avena 60 g/, agar 15 g/1) e incubaron a 22°C
durante ocho dias. Azotobacter sp. fue el control posi-
tivo para la mineralizacién de fosfatos (cepa suminis-
trada por la Corporacién Colombiana de investigacién
Cientifica - Corpoica).

Cuantificacion de la mineralizacion de fosfatos

Se utiliz6 la técnica de p-nitrofenil fosfato en
cultivos crecidos en caldo Pikovskaya (Pikovskaya
1948), 45 ml de medio para las cepas de actinomicetos
y 120 ml del medio para Azotobacter sp. Todos los
ensayos fueron realizados por triplicado. Para los
actinomicetos, se realizé una suspension de conidios
(10° conidios/ml) en solucién salina (0,85% p/v), a
partir de la cual se inocularon 4,5 ml correspondientes
al 10% VET (volumen efectivo de trabajo) por
erlenmeyer. Para Azotobacter sp. se realizd una
suspension de células en solucién salina (0,85% p/v)
con una concentraciéon de 10° células/ml; a partir
de la cual se inocularon 12 ml correspondientes al
10% del VET por erlenmeyer. Los erlenmeyer de
los actinomicetos fueron incubados a temperatura
ambiente (15°C-18°C) a 100 rpm durante ocho dias.
Cada 24 horas se realiz6 un muestreo de 250 ml del
cultivo, al cual se le adicion6 321,5 ul de p-nitrofenil
fosfato (0,08% p/v) (Merck) como sustrato cromégeno,
preparado en tampdn fosfato a pH 7 (Na,HPO, 57,7
IM; NaHPO, 423 1M en 100 ml de agua destilada
estéril); la reaccién se incubd a 35°C, una hora.
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Se detuvo adicionando 562,5 ul de NaOH, y se
centrifugd a 6225 g, durante diez minutos. Se tom¢ el
sobrenadante y se midi6 la absorbancia a 450 nm. Para
Azotobacter sp. la metodologia utilizada fue la misma,
a excepcion del tiempo de incubacién de tres dias y
el muestreo realizado cada cuatro horas (Tabatabai y
Bremner 1969).

Bioensayos

Elaboracion del semillero y disefio experimen-
tal. Las semillas de trébol carretéon blanco gigante
- Agropaz (T. repens L.) fueron desinfectadas en hi-
poclorito de sodio (0,5%), durante quince minutos, a
50 rpm. Se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril, y se hidrataron en agua destilada estéril durante
una hora a 50 rpm. A continuacion, las semillas fueron
sembradas en un semillero con suelo-abono-plantitie-
rra no estéril (tamizado por 4 y 12 mm) y arena (3:1).
Las plantas crecieron en invernadero (18°C) durante
dos meses. Se trasplantaron a materos, ubicando cua-
tro plantulas equidistantemente por matero (11 cm x
11 cm) en suelo no estéril. Hubieron ocho tratamien-
tos: Streptomyces sp. (cepa MCRY), Thermobifida
sp. (cepa MCR24), Streptomyces sp. (cepa MCR26),
Streptomyces sp. (cepa MCR9) + Glomus sp., Strep-
tomyces sp. (cepa MCR26) + Glomus sp., Thermobi-
fida sp. (cepa MCR24) + Glomus sp., Testigo (Agua)
y Glomus sp. que fueron replicados ocho veces para
un total de 48 materos, distribuidos aleatoriamente en
el invernadero, entre ocho mesones, separando cada
tratamiento con un pldstico para evitar contaminacion
cruzada. El riego fue controlado para mantener la
humedad cercana a la capacidad de campo, utilizando
un termohidrémetro. No se aplicé ningun tipo de fer-
tilizacién quimica.

Preparacion de inéculos e inoculacién de plan-
tulas con cepas de actinomicetos y Glomus sp. Las
cepas MCR9 sp, MCR24 sp. y MCR26 sp., fueron
cultivadas en erlenmeyer con 120 ml de caldo ISP2
(Hamdali et al. 2008a). Evaluaciones previas, de-
terminaron que los tratamientos con actinomiceto
Unicamente, fueron inoculados con 2 ml del cultivo
en caldo ISP2, mientras que los tratamientos con
actinomiceto + Glomus sp., fueron inoculados con
1 ml del cultivo en caldo ISP2; en ambos casos se
adiciond una concentracion de 10® células/ml al suelo
rizosférico del tratamiento respectivo (Franco-Correa
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2008). El in6culo de micorriza (Glomus sp.) se obtuvo
de Corpoica-Tibaitatd, compuesto por una mezcla de
suelo, raices colonizadas, hifas y esporas; 10 g de este
inéculo (25 esporas/g) fueron mezclados con el suelo
de las pldntulas de los tratamientos con micorriza (Vi-
vas et al. 2003).

Evaluacion de la colonizacién de las cepas de
actinomicetos. Aleatoriamente, se tomaron muestras
de rizosfera de las plantulas de los materos de un trata-
miento especifico, obteniendo una submuestra. Se pesé
1 gy se realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta
104, en solucidn salina (0,1%). De las diluciones 102,
10*y 10 se tom6 0,1 ml y se sembré (por triplicado)
en superficie, en agar avena con nistatina al 0,1%. Se
incubé a 25°C durante ocho dias y se realiz6 el recuen-
to de las UFC/ml (Unidades Formadores de Colonia).
Todo el procedimiento descrito anteriormente se llevo
a cabo para cada uno de los tratamientos, excepto con
Glomus sp. y el testigo, donde se determind que no
tenfan presencia de actinomicetos. La evaluacién de la
colonizacion se realiz6 en dos muestreos, el primero
fue realizado a los cuatro meses de edad del cultivo y
el segundo a los seis meses.

Evaluacion de la colonizacién con Glomus sp.
Se realiz6 el aislamiento de esporas de Glomus sp. por
tamizado y decantacion segin Genderman y Nicolson
(1963) modificada por Sieverding (1991), donde se
pesaron 25 g de sustrato, los cuales fueron mezclados
vigorosamente con el agua y centrifugados a 2500 rpm
durante 2 min. El sobrenadante conteniendo restos
orgdnicos fue descartado y a continuacién se adiciond
una solucion de sacarosa al 50% (p/v), centrifugandolo
a 2500 rpm durante 2 min. A continuacién el sobrena-
dante fue vertido sobre tamices Tyler de 500, 250 y
50 um, el cual fue lavado con abundante agua. Este
liquido fue arrastrado a una placa Doncaster para su
observacion microscépica bajo lupa estereoscépica a
50-75 aumentos. Mediante los caracteres morfologicos
citados por Morton y Redecker (2001) se confirmé
que las esporas pertenecian al género de Glomus. Las
esporas aisladas de Glomus sp. fueron observadas mi-
croscOpicamente, encontrando que su caracterizacion
morfoldgica si correspondia a este género micorricico.
Adicionalmente, se determind el porcentaje de coloni-
zacion por tincién con Azul de Tripan segun Phillips
y Hayman (1970)), donde las raices fueron separadas
del sustrato utilizando tamices de la serie Tyler de 2 y
1 mm de luz. Posteriormente fueron lavadas con agua
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corriente, secadas y pesadas. Se tomaron muestras de
aproximadamente 0,2 g de raiz, se cortaron en seg-
mentos de 1 cm y se surmegieron en una solucién de
KOH al 10% p/v, dejandolas incubando a temperatura
ambiente durante doce horas. Se eliminé la solucién
de KOH vy las raices fueron lavadas con abundante
agua, se adicioné HCl al 1% (p/v) durante tres horas,
se eliming esta solucién y se afiadié la solucién de azul
de Tripan al 0,05% p/v en acido lactico, dejandolas du-
rante seis horas en incubacién a temperatura ambiente.
Finalmente se eliminé la solucién de azul de tripan,
se lavaron con agua y se conservaron en acido lactico
hasta su observacion. Las raices coloreadas fueron
observadas en el microscopio. En una submuestra
se estimd el grado de micorrizacién y de arbisculos
por el método de la cuadricula de Giovanetti y Mosse
(1980), la cual consiste en una cuadricula de 1 x 1
cm. Se registrd la presencia de estructuras de hongos
micorrizogenos arbusculares (HMA) en las intersec-
ciones horizontales y verticales entre raices y lineas
mediante observacion microscopica (45x). El nlimero
de intersecciones cuantificadas en cada muestra se
mantuvo dentro del rango 112-395, con un promedio
de 193 raices/muestra. Se realiz6 la cuantificacién
de la micorrizacién por la técnica de Trouvelot et al.
(1986), se cortaron treinta segmentos de 1 cm de las
raices tefiidas, se montaron paralelamente en portaob-
jetos y se realizé la observacion microscépica (45 x).
Cada segmento fue categorizado entre las clases 0 (0%
infeccion) hasta 5 (>95% infeccion).

Evaluaciones adicionales. Finalizados seis me-
ses del bioensayo, se recolectd un total de doce plan-
tas por tratamiento. El andlisis parcial de elementos
disponibles en suelo y el andlisis del contenido de
elementos a nivel foliar, se llevaron a cabo a partir de
una submuestra correspondiente al contenido de tres
materos, pertenecientes a un mismo tratamiento. Los
materos fueron elegidos de forma aleatoria. El suelo
rizosférico recolectado a partir de los materos fue ho-
mogenizado, y una muestra respectiva de los mismos
fue llevada al Centro de Investigaciones y Asesorias
Agroindustriales (CIAA) de la Universidad Jorge Ta-
deo Lozano (Bogotd-Colombia), donde se determind
la concentracién de fésforo empleando el método
de Colorimetria y lectura del pH del suelo. El suelo
control también fue evaluado bajo este andlisis. Para
el andlisis foliar se cuantificé la concentracién y con-
tenido de fosforo por el método de Carolina del Norte,
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metodologia realizada en el Instituto Agustin Codazzi.
Ademads, se determiné la biomasa foliar y radicular
(peso seco) medida en los meses dos, cuatro y seis y se
determind la longitud de raiz micorrizada (porcentaje),
como variables relacionadas con el crecimiento de la
planta (Franco-Correa 2008).

Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico SAS (2009)
y la verificacién de resultados en SPSS-v.15.0. Se
realizé una prueba de ANOVA y rango multiple de
Duncan para analizar los resultados de mineralizacién
de fosforo, peso seco, longitud de raiz micorrizada y
muestreos. Se realizé un andlisis de correlacion entre
las variables evaluadas. Los resultados de evaluacién
fisico-quimica (P) de porcién foliar y andlisis parcial
de elementos disponibles (P) en suelo, se analizaron de
manera descriptiva realizando gréficas de barras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mineralizacion de fosfatos mediante la deteccion de
fosfomonoesterasas

Mediante la prueba de ANOVA empleada para ana-
lizar la actividad mineralizadora de fosfato in vitro, no
se encontraron diferencias significativas entre réplicas
(p>0,05) infiriendo que no se present6 una variabilidad
entre ellas, por lo tanto le dan validez a los resultados
expuestos en los tratamientos. Al comparar la actividad
mineralizadora de fosfato de las tres cepas de actino-
micetos con Azotobacter sp. (Figura 1), se observé una
solubilizacion inferior, con diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). Este es un resultado esperado
porque las cepas no pertenecen al mismo grupo bacte-
riano, es asi que se pueden presentar comportamientos
diferentes. Los actinomicetos si presentaron la capaci-
dad solubilizadora de fosfato orgdnico.

Adicionalmente, no observaron diferencias
significativas entre las actividades de las cepas
Streptomyces sp. MCR9 y MCR26 segtiin Duncan,
lo cual demuestra que tienen una actividad
mineralizadora de fosfato similar, mientras que la cepa
Thermobifida sp. (cepa MCR24) presenta una actividad
significativamente inferior a la de éstas (Figura 1b). Se
observaron diferencias significativas en la actividad

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):317-327. 2011



GOMEZ et al.: ACTINOMICETOS MINERALIZADORES DE FOSFATO INTERACTUANDO CON Glomus Sp.

321

0,50

045

0,40

0,35 A

0,30 A

0,25

0,20 4

0,15 A

0,10 4

0,05 ¥

0,00 T

Actividad mineralizadora de las fosfomonesterasas (p-nitrofenol umol/ml)

—e— Azoftobacter sp

— —r— T T — T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76

Tiempo (horas)

2 3 4

5 =] i 8

Tiempo (dias)

Actividad mineralizadora de las fosfomonesterasas (p-nitrofenol umolimi)

— e —

—_

Streptomyces MCRS sp.
Thermobifida MCR24 sp
Streptormyces MCR26 sp.

Figura 1.

Medicién de la actividad mineralizadora de fosfato con p-nitrofe-

nol para detectar la actividad enzimdtica de las fosfomonoestera-
sas. (a) Azotobacter sp. (b) Cepas de actinomicetos. Laboratorio de
la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA), Pontificia
Universidad Javeriana, Bogotd — Colombia. Marzo de 2009.

mineralizadora entre los tiempos de muestreo (p <0,05).
Streptomyces sp. (cepa MCR26) y Thermobifida sp.
(cepa MCR24) presentaron una velocidad mayor en la
actividad enzimdtica mineralizadora al ser comparada
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con la de Streptomyces sp (cepa MCRY), cepa que
present6 el mayor nivel de actividad enzimatica dias
después (Figura 1b). El género Thermobifida no ha
sido estudiado previamente como mineralizador de
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fosforo, siendo un aporte significativo de este trabajo.
Segutin Barreto et al. (2008) los actinomicetos son un
grupo de procariotes conocidos por intervenir en el
ciclaje de nutrientes del suelo, de ahi que presenten
la actividad de solubilizacién del fésforo inorgéanico.

Bioensayos

Evaluacion de la colonizacion de las cepas
de actinomicetos. Se encontr6 que las tres cepas
de actinomicetos, en cada uno de los dos muestreos
analizados, lograron colonizar el suelo no estéril, sin
presentar diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (p>0,05). Sin embargo, se observé
un incremento con diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p<0,05) en el Log UFC/ml, a medida que
transcurria el tiempo del ensayo, ya que los valores de
las medias en el primer muestreo (cuatro meses) fue-
ron menores que los obtenidos en el segundo muestreo
(seis meses) (Cuadro 1). Los resultados de este ultimo,
permitieron evidenciar que en el caso de Thermobifida
sp. (cepa MCR24) se obtuvo un leve incremento en el
valor de la media de Log UFC/ml cuando fue inocula-
da con Glomus sp, en comparacion con solo la cepa de
actinomiceto, mientras que en el caso de las cepas de
Streptomyces sp. no se observo este efecto, demostran-
do que el nivel de colonizacién en MCR26 y MCR9 no
se vio influido al estar o no en compaiifa del inéculo
micorricico (Cuadro 1).

Se encontré que las cepas MCR9, MCR24 y
MCR26 fueron capaces de colonizar el suelo rizosféri-
co de las plantulas de trébol blanco. Esta colonizacién
rizosférica se ve influenciada por el efecto rizosférico
que la planta le brinda al ambiente donde se estdn de-
sarrollando, permitiendo que crezcan y se desarrollen
(Harvey et al. 2002).

Evaluacién de la colonizacion con Glomus sp. A
los seis meses del ensayo se observaron las raices con
zonas de colonizacién micorricica, logrando demostrar
que Glomus sp. se establece en el suelo y lleva a cabo
su asociacion con las raices de trébol. Lo anterior indi-
ca que la germinacién de las esporas y el crecimiento
de las micorrizas arbusculares no se afecta por la
presencia de los actinomicetos. Estos datos confirman
lo publicado por Franco-Correa et al. (2010), quien de-
terminaron que algunas cepas de actinomicetos pueden
retrazar la germinacion de la espora del hongo micorri-
co, pero que no afectan el proceso de colonizacion ni
la fisiologia de la planta.

Evaluaciones adicionales. pH. Se observo que el
suelo inoculado con la cepa MCR24 present6 el valor
de pH mas 4cido, seguido por los otros tratamientos
inoculados que presentaron valores similares a excep-
cion de la cepa MCRO (Cuadro 2). Los cambios en el
pH son producto de la actividad microbiana en el sue-
lo, pues el valor del testigo no presenté disminucién.
Se observo que el pH del suelo con los tratamientos
fue 6ptimo para el desarrollo de los actinomicetos al

Cuadro 1. Recuentos microbianos de los diferentes tratamientos que inclufan los actinomicetos, bajo dos muestreos. Laboratorio de
la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA), Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd — Colombia. Septiembre

de 2009.

Tratamiento

(cuatro meses)

Primer establecimiento

Segundo establecimiento
(seis meses)

Recuento (Log UFC/ml)

Recuento (Log UFC/ml)

Thermobifida sp. (cepa MCR24) 350,10 a 49 +0,30 ab
Streptomyces sp. (cepa MCR26) 38+003a 49 +0,10 ab
Streptomyces sp. (cepa MCR9) 2,1 +£190a 5,1 0,30 ab
Thermobifida sp. (cepa MCR24) + Glomus sp. 2,7+0,60 a 53+002a
Streptomyces sp. (cepa MCR26) + Glomus sp. 33+002a 47+0Db

Streptomyces sp. (cepa MCR9) + Glomus sp. 205+180a 51 +040ab

Medias con igual letra, no presentan diferencias significativas, segtin Prueba de Duncan para cada variable.
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Cuadro 2. pH del suelo inoculado con tres cepas de actinomi- permitir su establecimiento, debido a que crecen en un
cetos evaluadas (Streptomyces sp. (cepa MCRY), rango de pH entre 5-9 (Shrivastava et al. 2008).
Thermobifida sp. (cepa MCR24) y Streptomyces Fosforo disponible en suelo. Para todos los tra-
sp. (cepa MCR26) de trébol blanco (Trifolium tamientos las concentraciones de fosforo fueron bajas
repens. L). Laboratorio de la Unidad de Inves- (Figura 2). Por otra parte, es evidente que el suelo

tigaciones Agropecuarias (UNIDIA), Pontificia
Universidad Javeriana, Bogotd — Colombia. Sep-
tiembre de 2009.

control tiene un valor muy bajo de anién fosfato, con
respecto a los otros tratamientos, incluso cuando se
compara con el testigo, donde se encontré un valor
mas alto en el contenido de fosforo en suelo (Cuadro

Tratamiento (leI; flll:;;il:'ilc(ia) 3), lo cual puede ser resultado del metabolismo de la

- microflora nativa de este suelo (Kortemaa et al. 1994).
Thermobifida sp. (cepa MCR24) 5.7 Los otros tratamientos registraron valores con dife-
Streptomyces sp. (cepa MCR26) 58 rencias bajas, sin embargo es importante destacar que
Streptomyces sp. (cepa MCRY) 6,1 tratamientos con actinomicetos solos, permitieron la
Thermobifida sp. (cepa MCR24) + 58 obtencion de un nivel mds alto de fésforo en el suelo,
Glomus sp. pero disminuido con la inoculacién en conjunto con la
Streptomyces sp. (cepaMCR26) + 59 micorriza. Pese a esto, al comparar los tratamientos, el
Glomus sp. efecto menos marcado se presenta en el caso de la cepa
Streptomyces sp. (cepa MCRY) + 58 MCRY, donde la disminucién de fésforo disponible
Glomus sp. no es tan excesiva cuando se encuentra acompafiada
Glomus sp. 58 de la micorriza. Es asi que los datos de la estadistica
Agua* 6.0 descriptiva (Figura 2) muestran que el valor mds alto

corresponde al tratamiento con la cepa MCRO.

*Suelo previo a la realizacién del bioensayo y que no fue some- Al correlacionar la actividad enzimética in vitro
tido a ningiin tipo de tratamiento. con los resultados en suelo y la materia organica del

Cuadro 3. Biomasa foliar y radicular de trébol blanco y longitud de la raiz micorrizada. Laboratorio de la Unidad de Investigacio-
nes Agropecuarias (UNIDIA), Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd — Colombia. Enero de 2010.

Producciéon de biomasa Produccién de biomasa Longitud de raiz
foliar radicular micorrizada **
(mg/peso seco)* (mg/peso seco)* (%)
mes mes mes
Tratamiento 2 4 6 2 4 6 2 4 6
Thermobifida sp. (cepa MCR24) 65b 132¢  252c¢ 6a 17b 35b 0a 7a 4a
Streptomyces sp. (cepa MCR26) 32a 85b 210b 8a 22b 41 b 3a Sa 3a
Streptomyces sp. (cepa MCR9) 45b 9b 189D 7a 21b 46 b 3a S5a Oa

Thermobifida sp. (cepa MCR24) + Glomus sp.  135c¢  283d 584d 10a 27b 54 ¢ 37b 52b 73 ¢
Streptomyces sp. (cepa MCR26) + Glomus sp. 106c¢  238d 506d 12a 35¢ 68 ¢ 40 b 74 ¢ 68 ¢
Streptomyces sp. (cepa MCR9) + Glomus sp. 123¢ 257d 605d 7a 26 b 47b 47b 68 b 65c
Glomus sp. 98c 146¢ 185b 8a 24b 36b 35b 46 b 58 ¢
Agua 22 a 45a 96 a Sa 10 a 22 a Sa 8a 15b

*p< 0,05, ** p<0,001.
Medias con igual letra no presentan diferencias significativas, segiin Prueba de Duncan para cada variable.
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Figura 2.  Concentracién de fosforo en suelo (a) y foliar (b) de trébol
blanco (Trifolium repens L.) con los diferentes tratamientos
evaluados en matero. Laboratorio de la Unidad de Investi-
gaciones Agropecuarias (UNIDIA), Pontificia Universidad
Javeriana, Bogotd — Colombia. Enero de 2010.

ISSN: 1021-7444 AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):317-327. 2011



GOMEZ et al.: ACTINOMICETOS MINERALIZADORES DE FOSFATO INTERACTUANDO CON Glomus Sp. 325

mismo (4,5%), se puede pensar que la cepa MCR9
presenta una actividad fosfomonoesterasa mas alta que
la encontrada para Thermobifida sp. (cepa MCR24).
Se conoce que Streptomyces sp. (cepa MCR9) no tiene
la capacidad para solubilizar fésforo inorgédnico in
vitro segun resultados de Franco-Correa (2008), por lo
que se infiere que la capacidad de solubilizar fésforo
en el suelo puede radicar en la mineralizacion.

La segunda concentracion de fésforo en suelo mas
alta fue la correspondiente a la cepa MCR24. Este acti-
nomiceto presentd la menor actividad fosfomonoestera-
sas in vitro, en relacion con las cepas de Streptomyces;
lo cual permite deducir que el microorganismo pudo
mineralizar el fosforo del suelo al sentirse estimulado
con la presencia de materia orgdnica. Otra explicacién
puede basarse en los reportes de Franco-Correa (2008)
quien demostrd que la cepa MCR24 solubiliza fésforo
inorganico mediante la produccién de 4cidos organicos
y produce sideréforos de tipo hidroxamato in vitro;
todo esto pudo contribuir a que mejorara su actividad
solubilizadora en el suelo (Gyaneshwar et al. 2002).
Por ultimo, con la cepa MCR26 se encontr6 la menor
concentracion de fésforo en suelo, demostrando que no
expresa una actividad promisoria en suelo.

La actividad no puede ser atribuida exclusiva-
mente a las cepas, pues en aquellos tratamientos ino-
culados con Glomus sp. la concentracién de fésforo
obtenida en el suelo no solo se debe a la actividad
metabdlica de los actinomicetos (en caso de estar pre-
sentes) sino también de la misma micorriza, los cuales
con la producciéon de dcidos organicos solubilizan
fosforo inorgdnico (Harrison 1999) y fosfatasas que
mineralizan fésforo organico (Sabannavar y Laksh-
man 2009). Paralelo a esto, el suelo empleado para
el bioensayo no fue esterilizado, por lo cual la flora
nativa del mismo pudo haber influido en la disponi-
bilidad del fésforo en suelo (Katznelson et al. 1962,
Reyes et al. 2006), siendo importante esta evaluacion
por mostrar un papel mas real en el momento de usar
un inoculante bioldgico.

De acuerdo a las concentraciones de fésforo foliar
y a la evaluacién estadistica descriptiva (Figura 2), se
encontraron diferencias significativas entre el trata-
miento Streptomyces sp. (cepa MCRY) + Glomus sp.; y
la concentracion obtenida con Thermobifida sp. (cepa
MCR24), Streptomyces sp. (cepa MCR26) + Glomus
sp. y Glomus sp. con respecto al resto de tratamientos.

La co-inoculacién de las cepas MCR26 y MCR9,
con Glomus sp., permitid obtener un incremento en
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los valores del contenido de este elemento en los te-
jidos de la planta, en comparacién con la inoculacién
individual de las cepas de actinomicetos (Figura 2).
La co-inoculacién de la cepa MCR24 con Glomus sp.
mostré disminucién en la concentracién de fésforo
foliar en relacién con la obtenida por estos dos mi-
croorganismos solos. Datos que concuerdan con los
obtenidos en suelo.

Biomasa foliar y radical de las plantulas de
trébol. Se observa un aumento en los valores de peso
seco con diferencias significativas en los tratamientos
con actinomicetos co-inoculados con Glomus sp.,
dandose un incremento evidente al pasar el tiempo, en
la biomasa al sexto mes (Cuadro 3). Este aumento se
puede explicar por interacciones sinérgicas que estos
microorganismos pueden realizar. En el caso de los
actinomicetos se ha encontrado que el peso seco de
los guisantes es mds alto en los tratamientos en los
cuales se inocula Streptomyces lydicus (Tokala et al.
2002). Hamby y Crawford (2000) encontr6 que una
cepa de Streptomyces lydicus fue capaz de promover
el crecimiento vegetal en plantas como zanahoria y
remolacha. El-Tarabily et al. (2008) evaluaron el peso
seco y la longitud foliar y radical de plantulas de soya
inoculadas con Micromonospora endolithica, encon-
trando que promueve el crecimiento de las plantas de
soya. Hamdali et al. (2008b) aislaron Micromonospo-
ra aurantiaca 'y Streptomyces griseus, a partir de rocas
fosféricas y evidenciaron un aumento en la biomasa
radicular y foliar en plantas de trigo.

Longitud de la raiz micorrizada. Se encontraron
diferencias significativas (Cuadro 3) entre los trata-
mientos con Glomus sp. y los que no lo tenfan, pues
los primeros presentan un porcentaje mayor de coloni-
zacion que aquellos que no la contienen. Andlogamen-
te, en la asociacidn entre actinomiceto y micorriza,
se observa un beneficio en el crecimiento en la raiz
micorrizada. A los seis meses, el efecto mas evidente
se da con Thermobifida sp. (cepa MCR24) + Glomus
sp. En este caso se puede sugerir que el actinomiceto
presenta una actividad estimuladora del crecimiento
de Glomus sp.

Con relacién a la capacidad que tienen los acti-
nomicetos y Glomus sp. para promover el crecimiento
vegetal, al ser inoculados de forma individual, es
importante sefialar que no se encontraron estudios
en los cuales se analizara la co-inoculacién de estos
dos microorganismos en suelo no estéril, por lo cual
resulta relevante evaluar como esta interacciéon puede
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o no afectar procesos de establecimiento, colonizacion
y nutricién vegetal (particularmente relacionada con
el fésforo, elemento considerado en la presente inves-
tigacion tanto en el suelo como foliar). De esta forma
el presente estudio representa un aporte significativo
en este aspecto.

En relacién con el valor de fésforo disponible en
el suelo, el tratamiento inoculado Unicamente con Glo-
mus sp. fue el que mayor concentracion aporté al ser
comparado con los tratamientos de los actinomicetos
conjuntamente con Glomus sp. Es de resaltar que los
actinomicetos por separado proporcionaron valores de
solubilizacién similares al de la micorriza. De las tres
cepas de actinomicetos, Streptomyces sp. (cepa MCR9)
expresoé la mayor mineralizacion de fésforo. Se estable-
cid la capacidad de las tres cepas de actinomicetos para
interactuar con Glomus sp. de forma sinérgica y bené-
fica tanto para la planta como para la micorriza, siendo
Thermobifida sp. (cepa MCR24) la cual present6 una
interaccion benéfica mds representativa con la micorri-
za. La actividad sinérgica producto entre la inoculacion
de Glomus sp.y los actinomicetos estimulé la produc-
cién de biomasa y a la longitud de rafz micorrizada.
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