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AISLAMIENTO DE Bacillus SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS
ASOCIADOS AL CULTIVO DEL ARROZ!

Berto Tejera-Herndndez?, Mayra Heydrich-Pérez?, Marcia M. Rojas-Badia®

RESUMEN

Aislamiento de Bacillus solubilizadores de fosfatos
asociados al cultivo del arroz. El objetivo de este trabajo fue
determinar la capacidad de bacterias del género Bacillus pro-
venientes del cultivo del arroz (Oryza sativa L.) en solubilizar
fosfatos. Los aislamientos se obtuvieron utilizando el modelo
Microcosmos de los cultivares lacuba 30 y Perla, en el afio
2008 en Bauta, La Habana, Cuba. Hubo 58 aislados, tanto
rizosféricos como endoéfitos de la raiz y de la parte aérea, que
presentaban caracteristicas distintivas del género Bacillus,
como respuesta positiva a la tincién de Gram, forma bacilar
y formacién de endospora. Se realizé la deteccion cualitativa
en cuanto a la capacidad de solubilizacién de fosfatos. Solo
19 aislamientos mostraron solubilizacién en medio sélido
NBRIP y en algunos casos cambiaron la coloracién del medio
de azul a amarillo, lo que indica la produccién de dcidos. Se
seleccionaron los positivos para la cuantificaciéon en medio
liquido. Las cepas mostraron un comportamiento diferente
cuando se midié el fosfato solubilizado a distintos tiempos,
variando el mdximo de solubilizacion.

Palabras claves: Bacilli, fosfatos inorgénicos, Oryza
sativa L.

autor.

ABSTRACT

Phosphate solubilization by rice associate Bacillus.
The objective pursued with this study was to isolate
Bacillus bacteria from rice (Oryza sativa L.) and determine
its potential for phosphate solubilization. Isolates were
obtained using the Microcosm model from lacuba 30
and Perla cultivar, established by Bauta (2008) in La
Habana, Cuba. Fifty eight isolates were obtained from the
rice rhizosphere and inside of the roots and leaves with
characteristics typical of Bacillus, such as Gram positive,
rod cells and endospore formation. The qualitative capacity
of these isolates for phosphate solubilization was assayed
in solid NBRIP medium; the results revealed that only 19
strains solubilized inorganic phosphate and some of them
changed the medium color from blue to yellow, presumably
due to acid excretion. Positives were selected for assay in
liquid medium, and they showed different responses in terms
of time and maximum phosphate solubilization.
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INTRODUCCION

El fésforo es uno de los nutrientes mas limitan-
tes en el crecimiento de las plantas. Dentro de las
funciones que le han sido atribuidas se encuentran la
captacion, almacenamiento y transferencia de energia
ademds de formar parte de macromoléculas tales como
dcidos nucleicos y fosfolipidos presentes en la mem-
brana citoplasmdtica. Una gran porcion de fosfatos
inorganicos aplicados al suelo como fertilizantes son
inmovilizados después de su aplicacion, permane-
ciendo de forma inasequible para la planta (Rengel y
Marschner 2005). Esto permite predecir que aquellos
microorganismos que colonicen la raiz de estas plantas
y que tengan la capacidad de solubilizar el fésforo, ac-
tien como promotores del crecimiento vegetal (Idriss
et al. 2002).

Las formas inorgénicas de fésforo son solubiliza-
das por un grupo de microorganismos heterotréficos
que excretan acidos organicos, los cuales disuelven
minerales ricos en fosforo o quelan cationes unidos al
fosforo liberando a este a la solucién (He et al. 2002).
El género Bacillus es uno de los mas estudiados res-
pecto a esta capacidad y se plantea como mecanismo
principal de solubilizacién, la excreciéon al medio de
dcidos organicos (Rajankar et al. 2007).

El arroz constituye uno de los alimentos mas im-
portantes para la poblacién mundial y su produccién
se encuentra concentrada fundamentalmente en Asia.
Esto hace que si algunos de estos paises productores
vieran afectadas su produccién, también se afectaria el
consumo mundial (FAO 2007). El crecimiento de la
poblacién mundial es un factor que influye seriamen-
te en el incremento de la demanda de arroz (United
Nations Population Fund 2011), lo que ha conllevado
a un incremento sustancial de la demanda y uso de
fertilizantes quimicos (Witt et al. 2009).

Es por esto que aumentar la cantidad de paises
productores y la produccidn constituye un reto para
la humanidad en diversos sentidos. Una de las alter-
nativas que se han encontrado para incrementar la
produccién y a la vez proteger el medio ambiente, es el
empleo de bacterias solubilizadoras de fosfatos en cul-
tivos de interés econdmico. Segtin plantean Salimpour
et al. (2010), la aplicacién de estos inoculantes puede
potenciar la eficiencia del uso del fésforo natural o
sintético y optimizar la aplicacioén de fertilizantes en
este cultivo.

ISSN: 1021-7444

El objetivo de este trabajo fue determinar la ca-
pacidad de bacterias del género Bacillus provenientes
del cultivo del arroz (Oryza sativa L.) en solubilizar
fosfatos.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento

Se realizaron tres muestreos del género Bacillus
en el cultivo del arroz, los cultivares Iacuba 30 y Per-
la, entre los meses de febrero y marzo del afio 2008
en campos del Instituto de Investigaciones del Arroz,
en Bauta, La Habana (Cuba), que nunca habfan sido
biofertilizados. Las muestras se tomaron de plantas de
aproximadamente quince dias después de germinadas.
La toma de estas se realizé segtin el modelo propuesto
por Herndndez (2002).

Para el aislamiento se utiliz6 el modelo microcos-
mos (Kabir et al. 1995). Se desinfectaron las semillas
de arroz (Oryza sativa L.) siguiendo la metodologia
propuesta por Garcia et al. (2008). Las semillas desin-
fectadas se colocaron en cdmaras himedas entre tres y
cinco dias para su pregerminacién y se sembraron en
la columna con suelo rizosférico de este cultivo, ade-
mds se le afladié agua destilada estéril con el objetivo
de mantener la humedad necesaria para la germinacién
de la semilla. Las columnas se colocaron a temperatura
ambiente durante catorce dias, en un fotoperiodo de
ocho horas de luz y catorce de oscuridad.

En condiciones asépticas se tomaron las pldntulas
para separar la raiz de la parte aérea para el aislamiento
de los enddfitos de estas zonas de la planta. Para aislar
rizobacterias del género Bacillus se tomé un gramo del
suelo rizosférico y se adiciond a un tubo que contenia
9 ml de solucién salina (NaCl al 0,85%), se agitd vi-
gorosamente con un agitador (Genie). Seguidamente
se hicieron diluciones decimales seriadas hasta 10¢
en solucion salina fisioldgica estéril al 0,85% que se
calentaron a 80°C durante 30 minutos y se sembraron
por diseminacién en medio Agar Triptona Soya (TSA,
OXOID) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Para el aislamiento de microorganismos endéfitos
se realiz6 la desinfeccion (Garcia 2008) y la posterior
maceracion de los tejidos aéreos y radiculares en
solucién salina. Se tom6 1 ml de macerado y se adi-
cionaron a un tubo con 9 ml de solucion salina estéril,
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se agité vigorosamente y a partir de este se realizaron
diluciones decimales seriadas. Posteriormente, se pro-
cedi6 de la forma descrita para obtener representantes
del género Bacillus.

Alas 24 horas de incubacidn, a partir de las placas
de TSA con crecimiento, se tomaron muestras de las
colonias con caracteristicas diferentes, teniendo en
cuenta forma, tamafio, color, bordes, elevacién, y se
pasaron a placas por agotamiento para su purificacion.
Se realizé la observacion microscépica con tincién
de Gram para comprobar la pureza y determinar las
caracteristicas micromorfoldgicas y tintoriales de los
mismos, asi como la presencia de esporas. Las cepas
aisladas se conservaron en tubos con agar nutriente y
en glicerol al 20% a -20°C.

Determinacion de la solubilizacion de fosfatos

La determinacién cualitativa de la solubilizacién
de fosfatos se llevo a cabo por siembra directa en el
medio de cultivo NBRIP sélido (Glucosa 10g, Ca3PO A
5g, MgCl,6H,0 5g 0,25¢g, KC1 0,2g, (NH,), SO, 0.1g,
Agar 20g, H,O destilada 1L) (Nautiyal 1999) al cual
se le afiadié azul de bromofenol como indicador de
pH a una concentracién de 0,025 g/1, lo cual permite
observar la produccién de dcido por un cambio de co-
loracion de azul a amarillo. Las placas se incubaron a
37°C durante 24 horas.

Cuantificacion de la solubilizacion de fosfatos

Para la cuantificacion de fosfato soluble en medio
NBRIP liquido se siguié la metodologia utilizada por
Alikhani et al. (2007) y 1la misma se realizé a 0, 24, 48
y 42 horas de incubacién a 37°C y bajo condiciones de
agitacion y por triplicado. Se ajusté la concentracién
celular de 108 cel/ml de los aislados en solucién salina
al 0,85% tomando como referencia el tubo 0,5 de la
escala Mc Farland (NCCSL 1993).

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion y seleccion de los aislados
Se obtuvieron 58 aislados, distribuidos entre la
rizosfera y el interior de raices y hojas, en los dos
cultivares de arroz muestreados: IACuba 30 y Perla

(Figura 1).
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Figura 1. Distribuciéon de los 58 aislamientos del género

Bacillus en plantas de arroz de los cultivares IA-
Cuba 30 y Perla, obtenidos de las diferentes zonas.
Bauta, La Habana, Cuba. 2008.

El modelo microcosmos, empleado para el aisla-
miento de microorganismos asociados a plantas, tiene
como ventaja que simula las condiciones de campo,
ademads los exudados radicales liberados por la planta
permiten la quimiotaxis positiva de los microorganis-
mos hacia la raiz y el aislamiento de microorganismos
rizosféricos y autéctonos (Kabir et al. 1995).

La presencia de diferentes géneros bacterianos
asociados a plantas de arroz cultivados en este mismo
tipo de suelo y localidad, se ha informado previamente
por Rives et al. (2006), entre los que se incluyen Azos-
pirillum, Herbaspirillum, Azotobacter, Burkholderia y
Pseudomonas, asi como especies del género Bacillus
(Beneduzi et al. 2008).

Se obtuvieron 34 aislamientos del cultivar Perla
y 24 del cultivar IACuba 30, distribuidos entre 36 de
la rizosfera, 16 del interior de la raices y 4 del interior
de las hojas. La mayoria de los aislamientos obtenidos
son rizosféricos donde existe mayor diversidad de
microorganismos que en el interior de la planta. Estos
microorganismos enddfitos establecen una relacion
mads estrecha con su hospedero, lo que implica un re-
conocimiento a nivel molecular mucho mas especifico
(Bai et al. 2003). En este sentido, también se plantea
que estos microorganismos tienen ventajas competi-
tivas respecto a aquellos que habitan en la rizosfera,
debido a que existe una mayor disponibilidad de nu-
trientes dentro de la planta (James 2000); ademads estos
microorganismos se encuentran menos expuestos a las
condiciones adversas del medio ambiente (Mufoz-
Rojas y Caballero-Mellado 2003).

Para la seleccion de las cepas se tuvo en cuenta
que las bacterias crecieran después del tratamiento a
80°C durante 30 min, la respuesta a la tincién de Gram,
la forma y la presencia de endosporas, caracteristicas
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que se pueden observar en el Cuadro 1 y que dirigen
la seleccion hacia el género Bacillus, 1o que habria que
corroborar posteriormente por otras metodologias.

La diversidad en cuanto a hébitat de este género
se ha demostrado por la predominancia del mismo
entre los bacilos Gram positivos aislados en suelos
cultivados y dedicados al pasto sin practicas de arado
(Garbeva et al. 2008). En este sentido, se plantea que
los géneros Bacillus y Pseudomonas predominan en la
rizosfera por encima del resto de los géneros asociados
a la misma (Adesemoye et al. 2008).

Determinacion cualitativa de la capacidad de solu-
bilizar fosfato inorganico

Varios estudios han puesto en evidencia la capaci-
dad solubilizadora de fosfatos por diferentes especies

microbianas (Khan er al. 2010). Entre las bacterias
destacan los géneros: Pseudomonas, Bacillus, Rhizo-
bium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium, Enterobac-
ter, Pantoea, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter,
Serratia 'y Erwinia (Patifio 2010).

En este experimento la solubilizacién de fosfato
inorgdnico se puso de manifiesto por la formacién de un
halo transparente en el medio NBRIP para los aislados
RI2, RI7, RI8, RI11, EAI2, EAI4, EAIS, RP1, RP3,
RP5, RP6, RP11, RP12, RP17, RP19, RP20, RP28,
ERP2, ERP6, ERP7. Esto significa que el 29,31%
de los aislados tienen esta capacidad. En la Figura
2 se observa alrededor del crecimiento microbiano
de los aislados RP19, RP20, RP12 y ERP2 una zona
clara, que evidencia la solubilizacion de fosfatos. Este
cambio de coloracion ocurrié alrededor del crecimiento

Cuadro 1. Caracteristicas micromorfoldgicas de los aislamientos del género Bacillus obtenidos a partir de los
cultivares de arroz (Oryza sativa L..). Bauta, La Habana, Cuba. 2008.

Aislados Micromorfologia
RI3 RP1 ERII ERP2
RI4 RP9 ERI2 ERP5
RI6 RP14 ERI3 ERP6 Bacilos finos y cortos,
RI9 RP15 ERI5 EAI2 Gram positivos, esporulados
RP29 RP16 ERI10 EAI3
RP17 EAI5 EAI4
RI1 RI11 RP20 ERP3
RIS ERI8 RP21 ERP7 Bacilos medianos y finos,
RIS RP22 RP24 Gram positivos, esporulados
RI10 RP23 RP25
RI2 RP2 RP19 Bacilos grandes y gruesos,
RP10 RP27 Gram positivos, esporulados
RP11 RP13 RP4 RP6
RPS RP3 RP7 RP12 Bac1los'g.randes y finos,
Gram positivos, esporulados
ERP4
RP18 RP28 ERI7 ERP1 Bacilos medianos y gruesos,
Gram positivos, esporulados
RI17 ERI4 ERI6 Bacilos gruesos y cortos,

Gram positivos, esporulados

ISSN: 1021-7444
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Halos de solubilizacion de fosfatos inorgdnicos en
medio NBRIP por aislamientos del género Baci-
llus obtenidos del cultivo del arroz. ERP (aislado
endofito de rizosfera de Perla), RP (aislados de
rizosfera de Perla). Bauta, La Habana, Cuba. 2008.

Figura 2.

de las cepas RP19, RP12 y RP20, lo que se encuentra
relacionado con el mecanismo a través del cual se lleva
a cabo la solubilizacién de fosfatos.

Uno de los principales mecanismos de la solubili-
zacion de fosfatos es a través de la excrecion de dcidos
organicos al medio (Rodriguez y Fraga 1999). Esto
ocurre debido a que se lleva a cabo un intercambio
catiénico que permite que el fosfato insoluble se con-
vierta a formas solubles, por lo que el mismo podria
estar disponible para la planta. Dentro de los dcidos
organicos excretados mas comunes se encuentran el
4cido citrico, acido lactico, dcido succinico y el acido
propidnico, siendo este dltimo uno de los principales
compuestos utilizados por especies como Bacillus
megaterium para llevar a cabo la solubilizacién de
fosfatos (Chen et al. 2006).

Determinacion cuantitativa de la capacidad de so-
lubilizar fosfato inorganico

Las concentraciones de fosfato soluble variaron
entre las 0,23 y 11,58 mg/l. Los aislados RP20 y RP12
se destacan por su capacidad de solubilizar fosfato a
las 48 horas de crecimiento (Figura 3).

En algunos aislados que resultaron ser positivos
ante la determinacion cualitativa como RI2, RPI11,
RP17y RP28 solo se encontré fosfato soluble a las 24
horas de incubacién y en bajas concentraciones. Esto
podria estar relacionado con el hecho de que estos mi-
croorganismos llevan a cabo el proceso de solubilizacion
de fosfatos para potenciar el crecimiento al inicio de este
o que el estado del medio de cultivo influya en la pro-
duccion de los metabolitos encargados de este proceso.
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Dindmica de solubilizacion de fosfato en el medio
NBRIP de los aislamientos de Bacillus, obtenidos
en arroz, cultivares IACuba30 (A) y Perla (B).
Bauta, La Habana, Cuba. 2008.

Figura 3.

Al analizar la dindmica de solubilizacién de fosfa-
tos, se puede observar que los aislamientos presentan
un comportamiento diferente. EAIS, RP1, RP3, RP12
y RP20 tuvieron el maximo de solubilizacién a las
48 horas, mientras que RI11, RI7, RI§, EAI2, EAI4,
RP19, ERP6, ERP7 a las 72 horas, el cual fue el tiem-
po méximo del experimento.

En una etapa inicial (hasta las 48 horas de in-
cubacién) se solubilizé el fosfato para consumirlo
posteriormente. Algunos microorganismos exhiben
represion de actividad solubilizadora ante la presen-
cia de fésforo soluble y en otros no ocurria represion
(Mikanova et al. 1997).

En algunas cepas de Bacillus, la mayor solubili-
zacion ocurri después de las 18 a 24 horas del cre-
cimiento bacteriano, correspondié con la fase logarit-
mica del crecimiento, mientras que en otras a partir de
las 18 horas comenzé un decrecimiento, sin encontrar
alguna explicacion a ello (Vazquez et al. 2000). Este
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hecho también ocurre con las cepas estudiadas pero
después de las 48 horas, lo que probablemente se deba
al consumo de fésforo por el mismo microorganismo
en el medio de cultivo o que el fosforo disponible
regule el proceso de solubilizacién en algunas cepas
y en otras no.

En especies del género Bacillus se ha demostrado
la capacidad de los mismos para solubilizar fosfatos,
esto ha sido relacionado con su actividad promotora
del crecimiento vegetal en diferentes cultivos de interés
econdémico como el maiz y el trigo (Egamberdiyeva et
al. 2004). En este sentido se ha informado acerca de
esta capacidad en especies como B. subtilis y B. mega-
terium (Rajankar et al. 2007). Esta ultima especie tam-
bién ha sido aislada de la planta Cicer arietinum de-
mostrando una alta eficiencia solubilizadora de fosfato
en medio Pikovskaya’s relacionado con efecto positivo
sobre el crecimiento radicular (Sharma et al. 2007).

Por otra parte, se sabe que especies de este género
como B. amyloliquefaciens aislado de rizosfera de
papa solubilizan fosfato en el mismo medio de cultivo
utilizado en este trabajo (Calvo ef al. 2010). Ademads
se informa que B. circulans aislado de la rizosfera
de manzana solubiliza fosfatos en medio Pikovskaya
combinado con la produccién de dcido indolacético y
sider6foros (Metha et al. 2010).

Algunas especies como B. liqueniformis y B.
amyloliquefaciens solubilizan fosfatos a través de la
excrecion de una mezcla de dcidos orgdnicos como el
acido lactico, isovalérico, isobutirico y acético (Metha
y Nautiyal 2001).

Otros mecanismos involucran el intercambio cati6-
nico, permitiendo que el fosfato insoluble se convierta a
formas solubles por lo que el mismo podria estar dispo-
nible para la planta (Khan ez al. 2009). Por otra parte, se
ha demostrado que algunas especies como B. subtilis y
B. megaterium se destacan por ser buenos solubilizado-
res de fosforo inorganico (Rajankar ez al. 2007).

Al analizar los porcentajes de cepas con esta
capacidad se observa que es ligeramente mayor en
cepas rizosféricas (36,8%), debido a que estos mi-
croorganismos se encuentran en un ambiente donde
la mayor cantidad de fosfato se presentan en formas
insolubles (Goldstein 1994), por lo que tendrian que
haber evolucionado hacia la utilizacién de esta fuente
de nutrientes en las condiciones en que normalmente
se encuentran en el suelo. En el caso del género Ba-
cillus se plantea que son microorganismos endoéfitos
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facultativos por lo que el hallazgo de microorganismos
endofitos solubilizadores de fosfato, en este caso el
25%, permite predecir que pudieron estar en contacto
con fuentes de fosfato insoluble del suelo en algiin
momento de su ciclo de vida.

Se identificaron 19 cepas de Bacillus con la
capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos lo que
demuestra sus potencialidades en la estimulacion del
crecimiento vegetal. Estas pudieran contribuir positi-
vamente al crecimiento de la planta como ocurre en
el algodon (Qureshi et al. 2012), Kiwi (Erturk et al.
2010), tomate (Felici et al. 2008) y algunos vegetales
(Ademoseye et al. 2008), entre otros cultivos.
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