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Resumen

El f6sforo, el nitrégeno, el hierro y el potasio son
algunos compuestos necesarios para el crecimiento
y desarrollo vegetal. Los fertilizantes quimicos
empleados para aumentar su concentracion afectan
significativamente el medioambiente y los ecosistemas
del suelo. De acuerdo con la literatura cientifica, los
microorganismos con potencial biofertilizante han
demostrado poseer diversos mecanismos de accién
para solubilizar estos compuestos y asi cumplir con
los requerimientos de las plantas. La presente revision
sistemdtica recopila informacién cientifica (publicada
entre los anos 2004 y 2014) que describe los
mecanismos de accién de los biofertilizantes micro-
bianos en suelos agricolas. Se usaron tres bases de
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datos: ScienceDirect, SpringerLink y Scopus,
mediante la ruta de busqueda (biofertilizer) anD
(bacteria OR fungi) AND (effect OR action OR mechanism,).
Tras la comprobacién con diversos criterios de
inclusién y exclusion, la busqueda arrojé un total de
63 articulos originales, incluyendo seis de publica-
ciones no indexadas. Como resultado de la revisién
sistemdtica, se evidencié que la produccién de
diversos acidos organicos permite la acidificacién
del suelo, lo cual facilita la absorcién de los elementos.
También se pudo observar que la solubilizacién de
fésforo es el mecanismo mas frecuentemente descrito,
obtenido por Pseudomonas psendoalcaligenes con
hasta 726,5 mg/L de solubilizacién en este elemento.

Palabras clave: absorcion de sustancias nutritivas, acidificacion, dcidos organicos, biofertilizantes
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Abstract

Phosphorus, nitrogen, iron and potassium are
some compounds necessary for plant growth and
development; chemical fertilizers used to increase
concentration significantly affect the environment
and soil ecosystems. According to the scientific
literature, microorganisms with biofertilizer potential
have demonstrated various mechanisms of action
to solubilize these compounds and thus meet the
requirements of plants. This systematic review collects
scientific information that describes the mechanisms
of action of microbial fertilizers in agricultural soils,
published between 2004 and 2014, in three different

databases; ScienceDirect, SpringerLink and Scopus,
using the search path (biofertilizer) AND (bacteria
OR fungi) AND (effect OR action OR mechanism). After
using different inclusion and exclusion criteria,
the search displayed a total of 63 original articles,
including six unindexed documents. As a result of
the systematic review, it indicates that the production
of various organic acids allows soil acidification,
facilitating absorption of elements. It was also
observed that solubilization of P is the most
described mechanism, by obtaining a solubilizing

0f726.5 mg/L of P due to P, psendoalcaligenes.

Key words: Nutrient uptake, Acidification, Organic acids, Biofertilizers

Resumo

O fésforo, o nitrogénio, o ferro e o potdssio sio
alguns compostos necessdrios para o crescimento e
o desenvolvimento vegetal. Os fertilizantes quimicos
empregados para aumentar sua concentragio
afetam significativamente o meio ambiente ¢ os
ecossistemas do solo. De acordo com a literatura
cientifica, os micro-organismos com potencial
biofertilizante tém demonstrado possuir diversos
mecanismos de acio para solubilizar esses compostos
¢, assim, cumprir com o que as plantas exigem.
A presente revisio sistemdtica retne informagio
cientifica (publicada entre 2004 ¢ 2014) que descreve
os mecanismos de a¢io dos biofertilizantes micro-
bianos em solos agricolas. Foram usadas trés bases

de dados: ScienceDirect, SpringerLink e Scopus,
mediante a rota de busca (bigfertilizer) AND (bacteria
OR fungi) AND (effect OR action OR mechanism).
Apés a comprovagio com diversos critérios de
inclusdo e exclusao, a busca produziu um total de
63 artigos originais, incluindo seis de publica¢des nao
indexadas. Como resultado da revisao sistemdtica,
evidenciou-se que a produgio de diversos acidos
organicos permite a acidificagio do solo, o que
facilita a absorcio dos elementos. Também podde
ser observado que a solubiliza¢ao de fésforo ¢ o
mecanismo mais frequentemente descrito, obtido por
Pseudomonas pseudoalcaligenes com até 726,5 mg/L
de solubiliza¢io nesse elemento.

Palavras chave: absor¢ao de nutriente, acidificagio, dcido orginico, biofertilizante
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Introducciéon

Las practicas de la agricultura moderna que hacen
uso excesivo de fertilizantes nitrogenados y a base
de fésforo son ineficientes e insostenibles, dada la
contaminacién que generan, su alto costo y bajo
rendimiento (Ram Rao et al. 2007). Por esta razén,
se estd imponiendo en la agricultura mundial el uso
de nuevas tecnologias, como los biofertilizantes,
que parecen ser una opcién altamente viable
para lograr un desarrollo sustentable (Chaiharn y
Lumyong 2010).

FEl término biofertilizante hace referencia a sustancias
que contienen mMicroorganismos vivos involucrados
en varias actividades del suelo (Nagananda et al.
2010), los cuales, al ser aplicados a semillas, plantas
o suelos, colonizan la rizosfera o el interior de
las plantas (Vessey 2004) y dan lugar a un mejor
rendimiento de los cultivos (Boraste et al. 2009).
El término biofertilizante, no obstante, es una
palabra que atin genera confusién, ya que ficilmente
se identifica con extractos de plantas, residuos urbanos
compostados, mezclas microbianas con constitu-
yentes indefinidos y formulaciones de fertilizantes
quimicos suplementados con compuestos orgénicos

(Boraste et al. 2009).

En los ultimos afios, se ha investigado ampliamente
acerca de la efectividad de estas sustancias, sobre
todo, para ser implementadas en cultivos de interés
comercial o para complementar la fertilizacién
quimica (Shaukat et al. 2006).

Debido a que la informacién disponible sobre
microorganismos involucrados en la produccién de

Tabla 1. Rutas de busqueda

biofertilizantes y su mecanismo de accién es amplia
y dispersa, el presente estudio tuvo como objeto
recopilar las investigaciones publicadas en revistas
indexadas de los afos 2004 a 2014 que describieran
los mecanismos de accién involucrados en la accién
de los biofertilizantes microbianos.

Materiales y métodos
Estrategia de busqueda

Para la realizacién del presente estudio se llevd a
cabo una busqueda sistematica de literatura en tres
bases de datos bibliograficas de amplio uso en el
ambito cientifico: ScienceDirect, SpringerLink y
Scopus. Se tomé como modelo la declaracién Prisma
(Urrttia y Bonfill 2010).

La ruta de busqueda empleada en la seleccién de
los articulos cientificos se realizé por sensibilidad y
especificidad, con el fin de obtener la literatura
cientifica mdas especifica para lo requerido por
este estudio. Sensibilidad hace referencia al uso de
descriptores DeCs y especificidad trata sobre el uso
de conectores booleanos que dan sentido légico a
la ruta de busqueda. Las rutas de bisqueda fueron
finalmente las siguientes: (biofertilizer) AND (bacteria
OR fungi) AND (¢ffect OR Action OR mechanism) (tabla 1).

Los articulos obtenidos a partir de esta ruta de
busqueda tuvieron una antigiiedad no mayor a diez
afios, por lo cual se selecciond un intervalo de tiempo
de 2004 a 2014. Por tultimo, para cumplir con
el criterio de exhaustividad se incluyé material de
publicaciones no indexadas que complementan la
informacién recopilada en la revision.

Base de datos Ruta de busqueda
ScienceDirect pub-date > 2003 and TITLE-ABS-KEY (biofertilizer) AND 4BS (bacteria OR fungi)
AND ALL (action OR effect OR mechanism)
S TITLE-ABS-KEY (biofertilizer) AND ABS (bacteria OR fingi) AND ALL (action OR effect
copus .
P OR mechanism) AND pubyear > 2003
SpringerLink ‘biofertilizer AND (bacteria OR fungi) AND (action OR effect OR mechanism,)’

Fuente: Elaboracién propia
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Para eliminar los articulos duplicados se empled
el gestor bibliogrifico EndNote Web. Ademds,
se hizo una verificacién de la seleccidn, usando la
herramienta Excel de Microsoft Office. El protocolo
de busqueda fue aplicado por dos revisores de forma
independiente, cuyas diferencias fueron analizadas
y resueltas por mutuo acuerdo.

Criterios de inclusién y exclusion

Los criterios de seleccion (inclusion y exclusion de los
articulos obtenidos mediante la ruta de busqueda)
basados en la pregunta de investigacién fueron los
siguientes: articulos originales, escritos en inglés,
publicados en una revista indexada y con una
antigiiedad mayor a 10 afios. Posteriormente, los
articulos obtenidos se someticron a los siguientes
criterios de seleccidn con el fin de realizar un primer

filtro: 1) que el término biofertilizante solo refiriera
a microorganismos y no a otro tipo de sustancias
denominadas de igual forma, 2) que se especificara
como minimo el género del microorganismo y 3)
que se especificara el mecanismo de accion.

Por ultimo, para refinar la busqueda, se definié
como criterio de exclusién que en los articulos
seleccionados no se discriminara el mecanismo de
accién por grupo microbiano, y que, ademds, usaran
para la experimentacién cepas de referencia. De
cada publicacién se extrajeron y tabularon los datos
especificados en la revisiéon sistemdtica para el
analisis (tabla 2).

Para la busqueda de la literatura no indexada se
empled el motor de busqueda Google Académico
con la misma ruta de busqueda definida previamente
y los mismos criterios de seleccion.

Tabla 2. Formulario de recoleccion de datos aplicado a cada articulo

Datos generales
1. Titulo, 2. Revista, 3. Afio de publicacidn, 4. Pais

Identificacién de microorganismos empleados como biofertilizantes

5. Microorganismo aplicado como biofertilizante
6. Género o especie
7. Mecanismo de accién

Mecanismos de accién de hongos y bacterias que facilitan la biodisponibilidad

de macro- y micronutrientes presentes en suelos

8. Solubilizacién de fésforo, 9. Fijacion de nitrégeno (N2), 10. Absorcion de potasio, 11. Absorcion
de magnesio, 12. Absorcién de calcio, 13. Absorcién de micronutrientes, 14. Solubilizacién de potasio,

15. Produccién de sideréforos.

Fuente: Elaboracién propia

Resultados y discusion

Con los criterios de busqueda establecidos, se obtuvo
un total 639 articulos (ScienceDirect: 37, Scopus:
364y SpringerLink: 238). A continuacién, se procedi6
ala eliminacién de 51 articulos que estaban duplicados
utilizando el gestor de herramientas EndNote Web
y la herramienta Excel de Microsoft Office. Al final

de este proceso, la ruta de busqueda arroj6 un total
de 588 articulos, los cuales fueron evaluados con
base en el titulo y el resumen: se eliminaron 446
debido a que no cumplian con los criterios de
inclusion especificados con base en la pregunta de
investigacion del estudio. A continuacion, se leyeron
completamente los 142 articulos restantes y, como
resultado de su andlisis, se descartaron 85 debido a que

Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria



Corpoica Cienc Tecnol Agropecuaria, Mosquera (Colombia), 18(2):335-351

mayo - agosto /2017 ISSN 0122-8706  ISSNe 2500-5308

cumplian con los criterios de exclusion establecidos
anteriormente (figura 1).

A este tltimo resultado (57 articulos restantes) se
le sumaron por exhaustividad seis investigaciones
originales de revistas no indexadas encontradas en

bases de datos, que cumplian con los criterios de
inclusién, y que fueron obtenidas mediante la
herramienta de busqueda Google Académico.
Finalmente, se obtuvieron en total 63 documentos
cientificos para realizar esta revisién.

ScienceDirect SpringerLink Scopus
(37) (364) (238)

El nimero total de registros o citas

identificados en las bases de datos (639)

'

Total de registros o citas duplicadas
eliminadas (51)

!

v

Evaluacién de elegibilidad de articulos
a texto completo (142)

Articulos para evaluar con base Articulos eliminados con base
en titulo y resumen (588) en titulo y resumen (446)

A

Numero de publicaciones incluidas
en la revisién sistemdtica (57)

v

en la revisién sistematica (63)

Articulos excluidos a texto completo (85) ]

Literatura en publicaciones no indexadas (6)]

Nutmero total de estudios incluidos }

Figura 1. Flujograma para la estrategia de busqueda (Urrutia y Bonfill 2010).

Fuente: Elaboracién propia
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Distribucidn de los articulos cientificos
obtenidos en la revisién

A partir de 2010 se presentd una tendencia creciente
de este tipo de investigaciones sobre biofertilizantes,
y en 2013 se publicé el mayor nimero de estudios

(figura 2).

Este alto numero de publicaciones durante los
ultimos anos puede ser atribuido al evidente cambio
climitico, al deterioro ambiental causado por la
adicién indiscriminada de fertilizantes de origen
quimico (entre otros compuestos empleados) y aun
creciente interés social y cultural en temas de conser-
vacién y recuperacion de suelos. Al parecer, esto
ha incrementado la concientizacién sobre el cuidado

y la importancia de velar por una agricultura
sostenible y amigable con el medioambiente. Se estd
modificando la forma de pensar de los agricultores,
los cuales ven como una buena alternativa la aplicacién
de productos constituidos por microorganismos o
consorcios de estos para mejorar los rendimientos
de sus cultivos y disminuir gastos innecesarios (causados
por la compra de grandes cantidades de fertilizantes
sintéticos para sus cultivos).

También se evidencié que existié una tendencia
hacia este tipo de investigaciones, sobre todo, en
paises del continente asidtico, como la India (40,3 %
del total de las publicaciones seleccionadas) y China
(17,7 % del total de los estudios) (figura 3).

. 16
L
.S 14
& 12
g
=B 10
5
o 8
<
o 6
I
Z. 2
0
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Il Publicaciones por afio
Figura 2. Numero de publicaciones sobre el tema por afio (2004-2014).
Fuente: Elaboracién propia
Nigeria, 3,2 Pakistdn, 3,2
— = Tailandia, 6,5
) Turquia, 1,6
México, 1,6
Kgréé, 48
Japén, 3,2
India, 40,3 o 129 Espaiia, 1,6
tros, 15 Polonia, 1,6
Paises bajos,1,6
1 Malasia, 1,6
3,2 :
i China, 17,7 " Brasil 1.6 Singapur, 1,6
E. Arabes, 1,6 rasth L
Egipto, 3,2 \__Canadi, 1,6

Figura 3. Porcentaje de publicaciones por pais de origen de la investigacién.

Fuente: Elaboracién propia
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La cantidad de publicaciones cientificas acerca del
mecanismo de accién de bacterias y hongos empleados
como biofertilizantes en la India puede deberse a
que la agricultura en este pais es uno de los sectores
mds importantes de la economia, dado que contribuye
en un 13,9% al P1B y genera empleo para la mitad
de la poblacién de este pais (Pindi et al. 2014).

Los pequenos agricultores de la India, con bajos
recursos econdmicos, necesitan mejorar sus semillas
¢ implementar nuevas tecnologias para ampliar su
produccién, poder competir en el mercado y aumentar
sus ingresos. Una de las mayores entradas econémicas
de este pais la propicia la cosecha anual de algodén,
pues representa una de las producciones econdmicas

mds importantes de la India, fundamental para la
subsistencia de millones de agricultores que cultivan
este producto todos los anos. Un buen ejemplo
de esto es la investigacion de Vootla y Pindi
(2014), en la que se aislé y empled una cepa de
Bacillus sp. PU-7 en cultivos de algodén para el
crecimiento de las plantas, el aumento de los niveles
de produccién de fitohormonas y el favorecimiento
del desarrollo vegetal.

Esta tendencia creciente en las investigaciones
por mecanismo de accién puede deberse a que el
nitrégeno, el fésforo y otras moléculas son sustancias
de gran importancia, cuya dificil absorcién limita el
rendimiento de los cultivos (tabla 3).

Tabla 3. Discriminacién de los diversos tipos de microorganismos por su mecanismo de accién

Mecanismo

Numero de

., Microorganismos Referencias )
de accién referencias

Achromobacter xylosoxidans,
Acinetobacter haemolyticus, Abd-Alla et al. 2014; Ahemad
A. calcoaceticus, Agrobacterium sp., y Saghir 2012; Ali et al. 2014;
Aspergillus niger, A. fumigatus, Aseri et al. 2008; Collavino
A. awamori, Azospirillum brasilense, etal. 2010; Fernindez et al.
Azotobacter chroococcum, Bacillus sp.,  2012; George et al. 2012;
B. subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. Gongetal. 2014; Jasim et al.
coagulans, B. megaterium, 2013; Jat y Ahlawat 2006;
Brevibacillus brevis, Burkbolderia sp., ~ Jhay Kumar 2009; Jha y Saraf
B. cepacia, B. unamae, 2012; Jhay Subramanian

Solubilizacid Citrobacter freundii, Enterobacter sp., ~ 2013; Jain et al. 2012; Kang

olubilizacién _

de fosforo E. cloacae, Glomus fasciculatum, G. et al. 2014; Koh y Song 2007; 30
geosporum, G. mosseae, Kumar y Chandra 2012;
Herbaspirillum sp., Klebsiella sp., K. Vootla y Pindi 2014; Leaung-
pneumoniae, Micrococcus sp., Ocea- vutiviroj et al. 2010; Mechnaz
nobacillus picturae, Ochrobactrum etal. 2010; Mehta et al. 2014;
haematophilum, Penicillum oxalicum, — Misra et al. 2012; Nagananda
Phosphobacterium sp., Pseudomonas etal. 2010; Ogbo 2010; Radha
sp., P aeruginosa, P, fluorescens, y Rao 2014; Tahir et al. 2013;
P, pseudoalcaligenes, P, putida, Walia et al. 2013; Xiao et al.
Rhizobium sp., Rhodopseudomonas 2012; Zhao et al. 2012; Zhao
sp., Serratia sp., S. marcenscens, etal. 2013
Thiobacillus sp.

(Contintia)
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(Continuacién tabla 3)

Mecanismo . . . Numero de
., Microorganismos Referencias .
de acciéon referencias
Achromobacter xylosoxidans,
Acinetobacter calcoaceticus, .
iy Abd-Alla et al. 2014; Ali et al.
Anabaena sp., Azospirillum 2014 Aseri et al. 2008
brasilense, Azotobacter beijerinckii, ’ ’ ’
) . Baruaetal. 2011; Estrada
A. chroococcum, A. vinelandii, et al. 2013; Jha y Kumar 2009
Bacillus sp., B. dretensis, B. licheniformis, Jasir;l I ’ 501 ; Tha'y Saraf ’
B. methylotrophicus, B. pumilus, 2012: Jh . . br, 0 Iﬁ n
o, B. subtilis, Brevibacillus brevis, sJnay subramania
Fijacién de . 2013; Kumar y Kumar 20 14;
o Burkholderia sp., Enterobacter sp., L. 19
nitrégeno . Leaungvutlvno] etal. 2010;
E. cloacae, Glomus fasciculatum, g
. Madhaiyan et al. 2013; Mehta
G. mosseae, Herbaspirillum sp.,
Klebsiella pneumoniac, et al. 2014; Nagananda'et al.
Micrococcus sp., Nostoc sp., 20 110; Og4bo 210 10; Ravﬂiumar
Pseudomonas pseudoalcaligenes, 622)22)6.2%?16 : fjkif;i::? 2 013
Oceanobacillus picturae, > P ) ’
.. ) Walia et al. 2013.
Rhizobium sp., R. leguminosarum,
Sphingomonas pseudosanquinis
Acinetobacter calcoaceticus,
Alcaligenes faecalis, Bacillus
subtilis, B. pumilus, B. licheniformis,
Solubilizacién Bmd)'/ rhz'zobmm] fzp onicnm, Aseri et al. 2008; Jha y Saraf
Brevibacillus brevis Y
de hierro o Chrvseobacterium s’ Clomus 2012; Kumar et al. 2005; 5
produccién de £ y Lot G Pp- Radzki et al. 2013; Tan et al.
sideréforos ascz‘cz% 4 Lfm’ ' mos’smfe, 2014; Zhao et al. 2012
Lysinibacillus xylanilyticus,
Micrococcus sp., Ochrobactrum
haematophilum, Pseudomona
aeruginosa, Rhizobium sp.
Alcaligenes faecalis, Bacillus Mohamed et al. 2014;
Solubilizacién  subtilis, Bradyrhizobium japoncum, Leaungvutiviroj et al. 2010; 4
de potasio Lysinibacillus xylanilyticus, Tan et al. 2014; Walia et al.

Rhizobium sp., Thiobacillus sp.

2013

Fuente: Elaboracién propia
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A esto debe anadirse que los suelos agricolas actual-
mente adolecen de un déficit de estos minerales en
su forma asimilable por las plantas, producto de la
sobreexplotacion de los suelos en las tltimas décadas,
lo cual ha afectado de forma directa la productividad
y el tiempo oportuno de las cosechas (Collavino
etal. 2010).

En términos gcncralcs, los microorganismos que
se emplean para la produccién de biofertilizantes
pueden agruparse de la siguiente forma: fijadores
de nitrégeno, solubilizadores de fésforo (figura 4),
solubilizadores de hierro o productores de sideréforos
y solubilizadores de potasio (Jasim et al. 2013). A
continuacion, se describe cada uno de estos grupos.

Fijacién de nitrégeno

El nitrégeno es un elemento indispensable en la
conformacién de aminodcidos, proteinas y otros

componentes. Corresponde casi al 80 % de los gases
presentes en la atmdsfera (Nagananda et al. 2010).
Permanece de manera casi inerte graciasaque posee en
su estructura un triple enlace entre los dos dtomos
de nitrégeno, lo cual impide su aprovechamiento
por la mayorfa de seres vivos (Habibi et al. 2014).

Para que las plantas puedan asimilar el nitrégeno
molecular (N2), debe romperse primero el enlace
mis estable que posee la estructura entre los dos
dtomos de nitrégeno, de forma que este pueda irse
incorporando ya convertido en una molécula menos
fuerte (Lara et al. 2007). Esta accién puede ser
realizada por algunos microorganismos como
Acinetobacter calcoaceticus, Micrococcus sp., Bacillus
licheniformis, Brevibacillus brevis (Jhay Saraf 2012)
y Anabaena sp., los cuales lo reducen y luego lo fijan
en formas mds asimilables para las plantas, como los
iones de amonio (NH4+*) o nitrato (NOs") (Walia
etal. 2013).
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B Enterobacter B Azospirillum brasillense Serratia marcescens
B Rhodopsendomonas sp. B Rhizobium B Bacillus coagulans
B Bacillus subtilis W Aspergillus niger B Bradyrhizobium japonicum
Alcaligenes faecalis B Achromobacter xylosoxidans

Figura 4. Cantidad solubilizada de fésforo en mg/L, con diferentes microorganismos.

Fuente: Adaptado de Tan et al. (2014)
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Los biofertilizantes a base de microorganismos
fijadores de nitrégeno son de los més populares
de este tipo (figura 5), no solamente por la im-
portancia de este elemento en las células vegeta-
les, sino por la amplia variedad taxonémica de los
microorganismos que lo fijan, con diferentes estilos
de vida y de asociacion con diversas especies de plantas
(en la superficie de tejidos foliares o radiculares)

(Walia et al. 2013).

Ademds, se ha encontrado que la fijacién de
nitrégeno presenta tasas mds altas en la superficie
de la raiz que en el suelo de la rizosfera, pues en la
primera se obtienen rendimientos de hasta 30 g/L
para microorganismos como Azotobacter chroococcum,
A. beijerinckii y A. vinelandsi (Ravikumar et al. 2004).
Este fendmeno posiblemente se deba ala cantidad y
la calidad de los derivados de carbono y las sustancias
promotoras provenientes de la rafz, que favorecen
el aumento de la biomasa microbiana fijadora de
nitrégeno (Ravikumar et al. 2004).

Microorganismos del género Azotobacter sp.,

Azospirillum sp. (Salantur et al. 2006) y Rbizobium sp.

(Abd-Allaetal. 2014; Tan et al. 2014) han demostrado
tener gran potencial para ser empleados como biofer-
tilizantes, pues son altamente ubicuos y cominmente
hallados en aislamiento de diversas muestras de suelo
(Aseri et al. 2008). Esto evidencia que las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y los rizobios
juegan roles de vital importancia en la matriz del
suelo, pues por poscer enzimas para fijar nitrégeno
son capaces de abastecer de este elemento a diversos
cultivos (Tan et al. 2014). En el caso de Azospirillum
brasilense se han encontrado los siguientes beneficios:
incrementos mayores al 18% en la biomasa total
de las plantas (Salantur et al. 2006), estimulo del
crecimiento de hasta el 72% en los brotes de plantas
(Vootla y Pindi 2014) y aumento en més del 50 %
en el drea foliar (Aseri et al. 2008).

Se ha encontrado que especies del género Rbizobium
sp. son potenciales ingredientes de preparaciones
celulares por su capacidad para fijar nitrégeno. Sin
embargo, las cantidades de nitrégeno fijado pueden
variar significativamente de una especie a otra, tal
y como puede comprobarse en el estudio realizado
por Habibi et al. (2014), quienes encontraron
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Microorganismo
B Lysinibacillus xylanilyticus B Alcaligenes faecalis Bradyrhizobium japonicum
B Rhizobium ¥ Bacillus subtilis Enterobacter sp.
B Enterobacter cloacae B Herbaspirillum

Figura 5. Concentracién de nitrégeno fijado por ocho cepas de microorganismos.

Fuente: Adaptado de Tan et al. (2014)
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que Rhizobium daejeonense tiene rendimientos de
528 nm de actividad de nitrogenasas. Por su parte,
Abd-Alla et al. (2014) encontraron que Rhizobium
leguminosarum puede fijar hasta 2,30 moles de
nitrégeno. Por el contrario, especies del género
Enterobacter parecen no tener un incremento
demasiado significativo en el aumento de la biomasa
de ciertos cultivos, con tan solo 8,70 nmol C2Ha4
de la actividad de nitrogenasa en ciertos cultivos
(Madhaiyan et al. 2013).

Los microorganismos fijadores de nitrégeno pueden
llevar a cabo la sintesis de la nitrogenasa, que
consiste en dos unidades: componente 1, constituido
por la ferro-molibdo-proteina y componente 11,
constituido por hierro y azufre. Ambos componentes
intervienen en la reduccién del nitrégeno y de
otros compuestos como el acetileno CH=CH -
CH:=CH: y la ciamida C=N (Dalton y Kramer
2006).

El gen 7ifH codifica una serie de proteinas reguladoras
que participan en la fijacién de nitrégeno, ademds
de codificar la nitrogenasa y hacerla participe en
esta fijacion. La reaccién consiste en la reduccién
del dinitrégeno (N2) a amonfaco (NHs*), con una
alta demanda de ATP, reaccién que puede presentarse
de la siguiente forma: N2 + 16ATP + 8¢ + 8H' =
2NH:s + 8H: + 16ADP + 16Pi.

El NHs* es convertido a NHa4* en las condiciones
4cidas de la rizosfera del suelo. Después de esta
sintesis, el NH4" es utilizado por las bacterias o las
plantas en un proceso llamado asimilacién del amonio,
en el cual por lo general se forma glutamina y otros
compuestos nitrogenados.

Las diferencias entre las concentraciones de las
actividades de la nitrogenasa se deben a las caracte-
risticas metabdlicas de cada microorganismo y a
las condiciones de estrés que pueda presentar la
rizosfera del suelo, como la temperatura, el pH y la
salinidad. En 2004 se demostr6 que la fijacién de
nitrégeno disminuyé al emplear concentraciones
de NaCl entre 20g/L y 25g/L en el medio, y la
actividad se detuvo totalmente con 30g/L (Ravikumar
etal. 2004).

© 2017 Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria

Por otra parte, los nédulos de las raices también
presentan reduccidn del nitrégeno a NH para luego
ser utilizado por las plantas. A cambio, esta
proporciona carbono para el crecimiento de los
microorganismos (Thepsukhon et al. 2013). La
simbiosis Rhizobium-leguminosas es el resultado
de una interaccién muy especifica entre la bacteria y
la planta. La organogénesis del nédulo es un proceso
inducido por un “intercambio de senales” entre los
dos participantes de la interaccion, el microsimbionte
(bacteria) y el macrosimbionte (planta). Es esencial
la uni6én del microorganismo a los pelos radicales

de la planta.

Se observaron distintos resultados en la planta
al inocular microorganismos con diferentes trata-
mientos:  Rhizobium  leguminosarum, — Glomus
geosporum 'y G. mosseae, individualmente o por
inoculacién dual (Abd-Alla et al. 2014). Los mejores
resultados se dieron con la inoculacién dual, en
aspectos como el aumento de la actividad de la
nitrogenasa, aumento signiﬁcativo sobre el control
en numero y masa de nédulos, contenido de leghemo-
globina del nédulo, colonizacién de micorrizas y
masa seca de raiz.

Entre las bacterias fijadoras de vida libre, las mas
numerosas y eficaces son formas aerdbicas perte-
necientes al género Azotobacter. De este, la especie
mds abundante en los suelos neutros y alcalinos es
A. chroococcum, mientras que otras especies como
A. beijerinckia domina en suelos dcidos (Ravikumar
etal. 2004).

Solubilizacién de fésforo

El fésforo es un mineral esencial en los procesos
nutricionales de las plantas, pues hace parte de una
gran cantidad de moléculas de importancia para
las células. Sin embargo, las plantas no poseen la
capacidad de sintetizarlo, ademas de que el contenido
total de fésforo en los suelos promedios es de
0,05 %, y tinicamente el 0,1% del total de fésforo
presente en esta matriz estd en forma disponible
para las plantas, ya que la mayor parte estd en
forma insoluble como parte de fosfatos de calcio y
hierro (Radzki et al. 2013). Por lo anterior, se hace
conveniente la aplicacién de microorganismos
solubilizadores de fosfato.
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Los microorganismos solubilizadores de fésforo
presentan habilidades para reducir el pH mediante
la secrecién de diferentes tipos de acidos, lo cual
permite bajar el pH de la rizosfera y, consecuente-
mente, disociar las formas de enlaces de fosfato que
vuelven este elemento no asimilable (Ravikumar
et al. 2014). Aunque se ha encontrado que un pH
de alrededor de 4 es el ideal para solubilizar el
fésforo inorgédnico, es poco probable encontrar en la
naturaleza algin ambiente con este grado de acidez.
Microorganismos como Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp., Citrobacter freundii, Acinetobacter
lmemolytz'cm, Servatia marcescens, Servatia sp- ¥
Enterobacter cloacae (Misra et al. 2012) son capa-
ces de solubilizar mas de 450 mg/ml de fésforo en
suelos con altas concentraciones de metales pesados
y con condiciones de alta humedad y temperatura
(Misra et al. 2012). Inclusive, algunos biofertilizantes
tienen la capacidad de solubilizar fosfato en suclos
con altas concentraciones de agroquimicos
como Fipronil ((RS)-5-amino-1-[2,6-dichloro-4-
(trifluoromethyl) phenyl]-4-(trifluoromethylsulfinyl)
-1H-pyrazole-3-carbonitrile) y Piriproxifen (4-
Phenoxyphenyl (R/S)-2-(2-pyridyloxy)propyl ether
2-[1-(4-Phenoxyphenoxy)propan-2-yloxy]pyridine)
(Misra et al. 2012).

También, dependiendo de la naturaleza de los metales
que acompaifian al fésforo —lo que esta relacionado
directamente con el tipo de suelo—, puede variar
su grado de subutilizacién. Ogbo (2010) encontré
que, dentro de la misma especie para los hongos
Aspergillus fumigatus y A. niger, puede variar el
grado de liberacién del féstoro al medio. En es-
tos, al parecer es mas facil la separacién cuando el
fostoro estd como Cas(POa)z, seguida de AIPO4, y
es menor el grado de disociacién cuando estd como

FePO4 (Ogbo 2010).

Lasalinidad y la actividad del agua parecen también
condicionar la actividad de la fosfatasa. Por esto,
el tipo de suelo resulta muy relevante a la hora de
seleccionar los microorganismos que van a consti-
tuir un biofertilizante (Kumar y Chandra 2012).

Se encontr6 que los géneros Bacillus y Pseudomonas
(Misra et al. 2012; Ahemad y Saghir 2012) son géneros

comunmente encontrados en aislamientos realizados
cuando se buscan bacterias solubilizadoras de fésforo
(Tahir etal. 2013). Algunos Bacillus como B. coagulans
solubilizan fésforo inorgénico y fésforo mineral en
cantidades superiores a 20 mg/kg, y otras bacterias
como Bacillus pumilus alcanzan valores de hasta
385 mg/L y P. pseudoalcaligenes valores de 726,5
mg/L (Jhay Subramanian 2013; Tahir et al. 2013).
Las bacterias solubilizadoras de fosfato llevan a
cabo la conversidn de fésforo insoluble a soluble
en fosfatos y ortofosfatos mediante la secrecion de
acidos organicos.

Acidos orgénicos como el dcido 2 cetoglucénico,
el 4cido citrico, el acido malico y el 4cido oxalico
han sido detectados en la rizosfera de varios cultivos
y vegetales. Adicionalmente, se ha encontrado que el
tipo de acido predominante en el medio estd directa-
mente relacionado con la diversidad de fuentes de
carbono existentes (Tahir et al. 2013). Sin embargo,
aunque ¢l pH pueda ser un factor determinante en
la liberacidn de fosfato asimilable, se ha encontrado
que la asimilacién de iones amonio y la actividad de
las fitasas por parte de los microorganismos solubi-

lizadores son también factores de gran relevancia
(Misra et al. 2012).

El fésforo del suelo puede encontrarse en dos formas:
fésforo orgénico y fosforo inorganico; la distribucion
de cada una de estas se halla relacionada con las
caracteristicas del suelo (Son et al. 2006).

La solubilizacién del fésforo organico se debe a la
accion de enzimas hidroliticas extracelulares, las
cuales permiten la reduccién de las diversas macro-
moléculas a oligdmeros, monémeros y iones pequenos.
Estas enzimas encargadas de liberar fésforo orgénico
se clasifican en tres grupos: i) fosfomonoesterasas
o fosfatasas no especificas, las cuales efecttian la
defosforilacién de los enlaces fosfoéster o fosfo-
anhidros presentes en la materia orgdnica; ii) fitasas,
las cuales liberan el fésforo del 4cido fitico, y iii)
fosfonatasas y liasas carbono-fésforo, enzimas que
llevan a cabo el clivaje del enlace c-p presente en
fosfonatos organicos. Las fosfatasas dcidas y las fitasas
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son al parecer las que presentan mayor actividad en
los suelos (Patifio 2010; Corrales et al. 2014).

Con respecto al fésforo inorgdnico, este se encuentra
generalmente formando enlaces de gran estabilidad
con hidréxidos de hierro, aluminio o manganeso,
los cuales son menos solubles que los compuestos
de fésforo orgdnico. En general, se acepta que el
mecanismo mds comun de solubilizacién del fosfato
mineral es la secrecion de dcidos orgdnicos sintetizados
por los microorganismos solubilizadores de fosfato;
aunque también este fendmeno estd directamente
condicionado por el pH y la mineralogia del suelo
(Son et al. 2006; Beltrdn 2014).

Existen dos mecanismos principales para la solubi-
lizacién del fésforo inorganico. El primero es un
intercambio del 4cido, por ejemplo, los H* prove-
nientes del citrato se intercambian por el fésforo
ligado a la superficie de los cristales del Al (OH)s
o Fe (OH)s, los reducen y liberan el fésforo. El
segundo mecanismo depende de la concentracién
de los acidos organicos producidos por los micro-
organismos, ya que a través de sus grupos hidroxil y
carboxil se quelan los cationes unidos al fosfato y lo
convierten en formas solubles (Trivedi y Sa 2008;
Beltran 2014).

Solubilizacién de hierro o produccién
de sider6foros

El hierro (Fe) es fundamental para diversas funciones
celulares. En la naturaleza se encuentra principal-
mente en la forma Fe**, como parte de sales e
hidréxidos de muy baja solubilidad. Su papel es
fundamental en el metabolismo celular como cofactor
de numerosas enzimas (Aguado-Santacruz et al.
2012). En condiciones fisioldgicas, el hierro puede
existir en la forma ferrosa (Fe?*) o en la forma
férrica (Fe3*).

En la busqueda sistemdtica de literatura se encon-
traron articulos que centraban su atencién en la
solubilizacién de hierro. Actualmente, a nivel agricola,
la quelacién del hierro se hace mediante secuestrantes

© 2017 Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria

sintéticos como el EDTA y el EDDHA. Sin embargo,
estos suponen un peligro ambiental, pues liberan a
su vez otros metales pesados que se encuentran en el
suelo o el agua, lo cual representa un riesgo para la
salud de los organismos vivos (Radzki et al. 2013).
Pseudomonas aeruginosa ha resultado ser un micro-
organismo de gran aplicacién, porque ademds de
solubilizar fosfato, también tiene la capacidad de
producir sider6foros para la quelacion del hierro
(Kumar et al. 2005).

En un estudio realizado por Radzki et al. (2013),
se encontré que Chryseobacterium sp. liberd 23,8 g
de hierro al suelo por un periodo de 70 dias, como
producto de la sintesis de sider6foros. Por otra parte,
Ochrobactrum haematophilum aumentd casi en
un 45 %, en un periodo de tres dias, la cantidad de
sider6foros disponibles (Zhao et al. 2012). Bacillus
pumilus ha demostrado tener la capacidad de
solubilizar hierro del medio, lo cual favorece la
absorcion de este metal en las plantasy, por tanto, el
crecimiento vegetal (Estrada et al. 2013). Acinetobacter
calcoaceticus, Bacillus licheniformis, Brevibacillus
brevis han demostrado estimular el crecimiento de
las plantas en mds de un 70 % por su habilidad de
hacer disponible el hierro (Jha y Saraf 2012).

Por otra parte, la reaccién de un ion metalico de
hierro divalente o trivalente con un ligando forma
un quelato, debido a que ciertos dtomos del ligando
orgénico donan electrones al catién. Casi todos los
siderdéforos que se han identificado contienen como
grupo ligando al dcido hidroxdmico, catecol o al
acido hidroxicarboxilico. De acuerdo con el grupo
funcional quelador del hierro, los sideréforos pueden
clasificarse en catecolatos (fenolatos), hidroximatos
¢ hidroxicarboxilatos, que forman complejos octaé-
dricos hexadentados con el metal. Algunos sideréforos
son mds eficaces que otros para quelar el hierro y
la gran diversidad de moléculas producidas por
€stos microorganismos se relaciona con una amplia
variedad de sustratos que pueden usar (Kumar
et al. 2005; Aguado-Santacruz et al. 2012; Zhao
etal. 2012; Radzki et al. 2013).
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Solubilizacién de potasio

Otro de los minerales de los cuales se hallaron
algunos estudios fue el potasio. Su importancia
radica en que ademds de regular la absorcién de
CO: en las plantas, juega un papel capital en otra
gran cantidad de procesos metabdlicos. Entre
las publicaciones se hallaron cuatro estudios que
evaluaban la capacidad solubilizadora de potasio
por parte de microorganismos. Estudios hechos
por Leaungvutiviroj et al. (2010) demuestran que
Bacillus subtilis puede solubilizar hasta 43,3 mg/kg
de potasio, y Tan et al. (2014) encontraron que
Alcaligenes faecalis alcanzd a solubilizar hasta

11,45 mg/L.

Los diferentes mecanismos empleados para la
solubilizacién de potasio son la disminucién del
pH, la mejora de la quelacion de los cationes unidos
al potasio y la acidélisis de la zona circundante del
microorganismo (Usha y Padmavathi 2013).

La disminucién en el pH del medio sugiere la
liberacién de é4cidos organicos y protones por los
microorganismos. Tal aciddlisis generada por los
4cidos orgénicos producidos puede disolver directa-
mente el potasio como resultado de liberaciones
lentas de potasio intercambiable o puede quelar
los iones silicio y aluminio asociados con el potasio
(Kumar y Chandra 2012). Por lo tanto, la sintesis
y secrecién de dcidos orgdnicos por los micro-
organismos acidifica el entorno circundante, lo que,
en ultima instancia, conduce a la liberacién de iones
potasio del potasio mineral, ya sea por protonacién
o acidificacién. De los diferentes 4cidos orgdnicos
que participan en la solubilizacién del potasio, el
4cido succinico, citrico, glucédnico, a-cetoglucénico
y oxdlico son los dcidos liberados en mayor cantidad
por distintos microorganismos (Leaungvutiviroj
etal. 2010; Tan et al. 2014).

Conclusiones
El incremento en los dltimos afos de estudios

centrados en la tematica de biofertilizantes micro-
bianos da cuenta del gran potencial de estas tecno-

logias agricolas alternativas para la explotacién y
conservacion del suelo.

De manera general, se comprobé que la aplicacién
de un determinado tipo de bacteria produce efectos
positivos en el crecimiento de las plantas. Esto resulta
promisorio en la medida que la aplicacién combinada
de microorganismos podria generar una potenciacién
o aumento de sus habilidades solubilizadoras
(Leaungvutiviroj et al. 2010).

Algunos autores sugieren que cuando se aplica
un biofertilizante probado solamente a nivel de
laboratorio, los resultados en campo no son los
esperados. Esto es debido a que las condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas del entorno varfan de
manera drastica, por lo cual, es importante realizar
también pruebas en campo (Mchnaz et al. 2010).

También se resalta que los aislados de microorga-
nismos locales deben preferirse para la inoculacién
de cultivos, pues ellos estin mejor adaptados a las
condiciones ambientales y pueden, por tanto, ser
mds competitivos que las bacterias no nativas. Se
puede afirmar, en consecuencia, que para un suelo
especifico deberia prepararse un biofertilizante
determinado que contenga en su mayor parte cepas
de microorganismos nativos (Salantur et al. 2006).

Las poblaciones bacterianas de una planta inoculada
o de un cultivo tienden a ser mayores en los estadios
tempranos de crecimiento de los vegetales, ya que en
estas etapas la disponibilidad de fuentes de carbono
es mayor. En efecto, a medida que aumenta la edad
del cultivo, el nimero de microorganismos decae,
ya que las fuentes de nutrientes empiezan también
a agotarse, por esta razon, es fundamental realizar
un seguimiento a la supervivencia de las bacterias
después de la siembra de semillas o plantulas y durante
la colonizacién temprana de raices (Mchnaz et al.

2010).

Los microorganismos producen dcidos orgdnicos tales
como malato, citrato y oxalato, que contribuyen a
la liberacién de fésforo inorgénico en los suelos
mediante el empleo de las enzimas fitasas y fosfatasas
para romper los enlaces como el c-0-P y facilitar
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su posterior absorcién por las raices de las plantas.

Esto reduce la aplicacién de fertilizantes quimicos
(Kumar y Chandra 2012).

El empleo de microorganismos como biofertilizantes
presenta no solo beneficios para el rendimiento
de cultivos, aumento del tamafio de las plantulas
y longitud de raices y hojas, sino que, ademds, es
una alternativa econdémica y menos nociva para
la conservacién de la biodiversidad funcional del
ecosistema del suelo.

Finalmente, este trabajo present algunas limitaciones
en cuanto a la identificacién de publicaciones relacio-
nadas con la accién de hongos como biofertilizantes,
pues la mayor parte de las obtenidas con el protocolo
disefado se inclind al empleo de bacterias. Asi,
pocos autores hallados en este trabajo investigaron
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