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ARTICULO DE INVESTIGACION

Evaluacion de la produccion de acidos organicos por
Streptomyces spp. y solubilizacion de tres fuentes
de fosforo por la cepa T3A

Evaluation of organic acid production by Streptomyces spp.
and solubilization of three phosphorus sources by strain T3A

Gloria Carolina Prieto-Correal™, Luis Daniel Prada-Salcedo™"’,

X KKK

Claudia Liliana Cuervo Patiiio™"", Marcela Franco- Correa
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Resumen

Quince aislamientos de actinobacterias solubilizadoras de fosforo obtenidas a partir de suelos de los andes orientales
colombianos fueron identificadas por sus caracteristicas morfolégicas y por la secuenciacion del gen 16S ADNTr. El andlisis
BLASTN de las 15 secuencias obtenidas mostré que los aislamientos pertenecian al género Streptomyces. Paralelamente,
los aislamientos fueron sometidos a la deteccion de acidos organicos, durante el proceso de solubilizacién de f6sforo con
la presencia mayoritaria de los acidos oxdlico, citrico y glucénico. Dentro de las cepas evaluadas Streptomyces sp. T3A
fue seleccionada para ser evaluada bajo diferentes fuentes de fésforo inorganico debido a los resultados de evaluaciones
cualitativas y cuantitativas realizadas previamente, en las cuales mostré una actividad solubilizadora de fésforo significativa-
mente alta. Los resultados evidenciaron la capacidad de ésta actinobacteria para solubilizar diferentes fuentes de fosfatos
insolubles con valores de 122 mgP-L" para Ca3(POs4), 14 mgP-L' para AIPO4y 19,6 mgP-L" para roca fosférica. También los
ensayos revelaron que la actividad se mantiene en un rango de pH de 5 a 8 con las mismas fuentes de fosfatos evaluadas.
Los resultados presentados contribuyen al avance en la caracterizacién de estas bacterias como promotoras de crecimien-
to vegetal con el fin de presentarlos como un recurso clave a nivel de biotecnologia agricola.

Palabras clave: Streptomyces, Solubilizacion de fésforo, acidos orgénicos, actinobacteria, HPLC.

Abstract

Fifteen isolates of Eastern Cordillera of the Colombian Andes were identified by morphological characteristics and 16S
rDNA gene sequence. The BLAST analysis of 15 sequences shows that isolates belong to Streptomyes. Also we detected
the organic acids in the solubilization process mainly oxalic acid, citric acid and gluconic acid. Streptomyces sp. (T3A)
was selected in preliminary qualitative and quantitative assays by the high phosphorus solubilizing activity; in this work we
evaluate this strain with different forms of inorganic phosphate. The results evidenced the capacity of this actinobacteria
to solubilize phosphorous showed 122 mgP« L' Ca;3(POs),, 14 mgP -« L' AIPO4 and 19,6 mgP - L for rock phosphate. Also
the assays revealed that the activity was maintained between a pH range of 5 to 8 with the same sources of insoluble
phosphates evaluated. These results contribute to characterize these strains as plant growth promotion bacteria and as key
source in agricultural biotech.

Key words: Streptomyces, phosphate solubilization, organic acids, actinobacteria, HPLC.

Recibido: octubre 10 de 2014 Aprobado: abril 28 de 2015

* %

* % ¥

* R K%

Microbidloga Industrial, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia. g.prieto@javeriana.edu.co

Microbiélogo Industrial, M.Sc. en Microbiologia, Facultad de Ciencias, Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota, Colombia. Iprada@javeriana.edu.co

Bidloga, Ph.D. en Ciencias Bioldgicas, Docente Facultad de Ciencias, Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana, Bo-
gotd, Colombia. claudia.cuervo@javeriana.edu.co

Microbidloga, Ph.D. en Biologia Agraria, Docente Facultad de Ciencias, Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana,
Bogotd, Colombia. franco@javeriana.edu.co

El aporte a este trabajo fue realizado de igual manera.

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 111-121 111



Introduccién

El fosforo es uno de los tres macronutrientes esen-
ciales, componente clave de moléculas como 4cidos
nucleicos, fosfolipidos y ATP, adicionalmente forma
parte de la mayoria de los procesos fisiolgicos de los
organismos; sin embargo, en la nutricion vegetal es
un elemento que limita el crecimiento de las plantas
debido a que se encuentra en formas poco disponi-
bles para estas (White y Hammond, 2008; Boschetti
et al., 2003).

Colombia, al ser un pais agricola requiere técnicas no-
vedosas que eleven en forma considerable la produc-
tividad y disminuyan el uso intensivo de fertilizantes
quimicos que suplen la cantidad de nutrientes nece-
sarios para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
En el caso del fésforo, se reportan deficiencias hasta
del 98% de fésforo para las plantas, consecuente-
mente, una gran porcién de los fosfatos inorganicos
aplicados como fertilizantes son inaccesibles para la
planta debido a la rapida formacion de complejos
insolubles a causa de los diferentes tipos de suelo
Andisol, Inceptisol, Mollisol, Oxisol, Ultisol y Vertisol
caracterizados por pH bajos y una alta fijacién de P
(Galvis, 2001; Sierra, 2002; Rao et al., 2004; Vyas et
al., 2007; Oberson et al., 2011; Reed et al., 2011; Bo-
tiva, 2012). Por tal motivo la practica comun en el
pais es la adicion de abonos o fertilizantes quimicos u
organicos, suplementados con enmiendas fosféricas,
con el objetivo de compensar las deficiencias de este
elemento (Burbano y Silva, 2010). La produccion tra-
dicional de fertilizantes quimicos fosforados incluye
tratamientos con efectos negativos al medio ambien-
te, como consecuencia de la extraccion de fosfatos
con acidos a altas temperaturas y, paralelo a esto,
con las aplicaciones de los fertilizantes quimicos, se
observan procesos de eutrofizacion y erosion (Vassi-
lev y Vassileva, 2003; Son et al., 2006; Hamdali et al.,
2008a; 2008b; 2008c).

Colombia tiene el 14% de la biodiversidad mundial y
presenta el mayor nimero de especies/area del pla-
neta, lo que sugiere que esa diversidad en fauna y
flora pudiera estar representada también en los sue-
los colombianos a nivel microbiolégico (Ghazanfar
et al., 2010). Lo anterior permite proponer el uso de
este tipo de organismos como biofertilizantes, tecno-
logia acorde con el medio ambiente para contribuir a
solucionar las deficiencias de este elemento en sue-
los de uso agricola (Rodriguez y Fraga, 1999; Vassi-
lev et al., 2006; Vyas et al., 2007; Xiao et al., 2008;
Bhattacharyya y Jha, 2012). Por lo cual el presente
estudio evalu6 la solubilizacion de fésforo in vitro de
Streptomyces sp. bajo tres fuentes de fésforo insolu-
ble, diferentes condiciones de pH inicial e identifico
los acidos organicos involucrados en el proceso de
solubilizacion presentados por estos aislamientos.

Materiales y métodos

Identificacion de los aislamientos

15 aislamientos de actinobacterias fueron valoradas
en este estudio, los aislamientos fueron seleccionados
previamente de suelos en los andes orientales colom-
bianos por sus caracteristicas fenotipicas y la capaci-
dad solubilizadora de fosfatos segin lo descrito por
Salcedo (2014). Los aislamientos fueron obtenidos a
partir de rizosfera de plantas nativas y purificados en
medio avena suplementado con nistatina (0.1% v/v),
La identificacion se baso en sus caracteristicas morfo-
[6gicas y en la secuenciacion del gen 16S ADNr.

El ADN se obtuvo segun el procedimiento descrito por
Kumar et al. (2010), con algunas modificaciones. La
extraccion del ADN se realizé a partir de un inéculo
de biomasa de cultivo puro homogenizado en 15 ml
de TE 1X (Tris 10 mM; EDTA T mM; pH 8). 500 pl de
la biomasa fueron lisados por adicién de lisozima (20
mg-ml") e incubados a 37°C durante 30 minutos. Pos-
teriormente, se adicioné SDS al 1% (p/v) y proteinasa
K (0.1 mg-ml') e incubé nuevamente a 55°C por 30
minutos. Luego de la lisis celular el ADN fue extraido
por la adicién de igual volumen de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), procedimiento realizado
dos veces; posteriormente se realizé un lavado con
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) (v/v). La precipi-
tacion se llevd a cabo con el doble de volumen de
etanol puro. Finalmente, la madeja de ADN obtenida
se lavé con etanol al 70 % (v/v) y se resuspendié en
50 pl de H>O destilada grado molecular.

Los fragmentos de ADN del gen 16S ADNr fueron am-
plificados por PCR a partir de la extraccion de ADN
acorde al método modificado de Kumar et al. (2010).
Haciendo uso de los oligonucleétidos fD1 (5-AGAGTT-
TGATCCTGGCTCAG-3") y rP2 (5-ACGGCTACCTTGTTAC-
GACTT-3’) reportados por Weisburg et al. (1991) se
realizo la amplificacién. La reaccion se llevé en vo-
lumen final de 25 uL conteniendo aproximadamente
150 ng de ADN genomico, 1X de buffer de reaccion
(10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCl, 0.1% Triton
X-100), 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de cada dNTPs,
20 pMol de cada oligonucleétido y 2,6 unidades de
la Tag ADN polimerasa “expand high fidelity enzyme”
(Roche®). El perfil de amplificacion consistié en una
desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 minutos, seguida
de 35 ciclos: a 95°C por 45 segundos, 58°C por 45
segundos y 72°C por 2 minutos. Finalmente una exten-
sion a 72°C por 10 minutos.

Identificacion de los dcidos orgdnicos por HPLC

La deteccion de acidos organicos fue realizada por cro-
matografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en un Pro-
minence LC20AT Shimadzu® con detector de arreglo
de diodos SPD-M20A y horno de columna CTO-202.
La separacion se realizé en forma isocratica en una co-
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lumna Phenomenex de referencia Rezex™ (250 x 4,6
mm, 8 um ROA-Organic Acid H+ (8%), modo de se-
paracion por exclusién ionica) empleando como fase
movil H,SO4 (0,01 N) a una velocidad de flujo de 0,2
mL-min" y temperatura de 30°C. La deteccion se reali-
z6 a una longitud de onda de 210 nm y el volumen de
inyeccion de los patrones y muestras fue de 20 pL. La
identificacién de los acidos orgéanicos producidos por
las actinobacterias, se llevé a cabo por comparacién
de los tiempos de retencion de estandares de acidos
organicos con los tiempos de retencion de los picos
del cromatograma de cada muestra, proveniente de fil-
trados de las fermentaciones cuya biomasa habia sido
eliminada previamente.

Microorganismos y cultivo

La actividad solubilizadora de fosfatos fue evaluada en
curvas de crecimiento bajo diferentes fuentes de fos-
foro inorganico. El aislamiento, tamizaje, identificacion
morfoldgica de las actinobacterias y su seleccién como
mejor aislamiento solubilizador de fésforo se realiz6
segun lo reportado por Salcedo (2014). El aislamiento
Streptomyces sp. T3A presento una alta eficiencia para
solubilizar fosfatos a partir de Ca3(PO4)2 y AIPO4 con
valores de 500 pg/mly 25 pug/ml respectivamente he-
cho que lo convirtié en un candidato interesante para
una caracterizacion mas detallada.

Evaluacién de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes fuentes de fésforo inorganico

Para evaluar la actividad de solubilizacion de fésforo
de Streptomyces sp. T3A con mdltiples fuentes de fos-
fato inorganicos (Cas(POu)2, AIPO4 y roca fosférica), se
preparé un inéculo de 10 ml (10% del VET, concen-
tracion 1 x 107 células-ml") que fue adicionado a 90
ml de medio NBRIP suplementado con cada fuente de
fosforo insoluble y se llevé a incubacion a 23°Cy 120
rpm, por 7 dias. Se tomaron muestras cada 24 horas
durante el cultivo, para cada muestra se evalué la pro-
duccion de biomasa por peso seco; A partir de la fer-
mentacion liquida se tomé el volumen total de cultivo
(100 ml). Este volumen de cada medio de cultivo con
las diferentes fuentes de fosforo se sometié a centrifu-
gacion por 15 minutos a 5.000 rpm. El sobrenadante
fue separado vy se realizaron tres lavados con solucién
salina (0.85%), el sobrenadante fue descartando vy fi-
nalmente se llevaron a un horno a 60°C por tres dias,
registrando el peso de los tubos cada 24 horas hasta
peso seco constante. El consumo de sustrato se de-
termind por el método de DNS, fésforo soluble libera-
do por el método de fosfomolibdeno a través del test
SPECTROQUANT de Merck® y el pH fue medido con
potenciometro (Miller, 1959; Murphy y Riley, 1962;
Ramirez y Coha, 2003).

Evaluacién de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes condiciones de pH

El in6culo correspondiente a Streptomyces sp. T3A fue
adicionado a 20 mL de medio NBRIP suplementado
con fosfato tricalcico, fosfato de aluminio y roca fos-
férica como fuente de fésforo insoluble, evaluando un
pH inicial de 4, 5, 6 y 8 para cada uno de los tratamien-
tos a evaluar. Para cada muestra la cantidad de fésforo
soluble liberado fue determinada mediante el método
de fosfomolibdeno a través del test SPECTROQUANT
de Merck® (Murphy y Riley, 1962).

Analisis estadisticos

Todos los experimentos fueron realizados con cuatro
repeticiones. Los datos fueron analizados por ANOVA
y test de Duncan para determinar diferencias signifi-
cativas entre grupos < 0,05. Todos los andlisis estadis-
ticos fueron realizados en el programa SPS 11,0 para
software de Windows®.

Resultados

Identificacion molecular de actinobacterias

El Andlisis BLASTN de las 15 secuencias obtenidas
mostré que los aislamientos correspondian al género
Streptomyces sp., la tabla 1 presenta los resultados de
identificacién molecular y caracterizacién morfolégica
de las cepas evaluadas.

Identificacion de los dcidos orgdnicos producidos por
los aislamientos de Streptomyces spp.

Las cepas evaluadas fueron sometidas a la deteccion
de acidos organicos por medio de la comparacion con
estandares comerciales. En la figura 1 se observan los
estandares comerciales de acidos usados y la presen-
cia de acidos organicos en las muestras evaluadas al
finalizar el tiempo de fermentacion para el caso par-
ticular de Streptomyces sp. T3A. En algunos casos fue
posible evidenciar la presencia de compuestos desco-
nocidos en los extractos, probablemente acidos que
no estaban dentro de los estandares usados (figura 1).

Se identificaron los acidos oxdlico, citrico y glucéni-
co como los mas predominantes, también fue posible
observar que la intensidad de las sefales eran diferen-
tes en los cromatogramas con las diferentes fuentes
de fosforo inorganico, por lo cual se puede deducir
que las concentraciones y el tipo de acidos organicos
producidas por las actinobacterias también varian con
la fuente de fésforo a la que se expuso el microor-
ganismo, la tabla 2 presenta de manera detallada los
resultados de los aislamientos de todas las localidades
estudiadas.
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Tabla 1. Identificacién molecular y caracterizacién morfolégica de los aislamientos evaluados.

Ndmero %
Aislamiento acceso Identidad Género Macroscopia Microscopia
GenBank en Blast
T1B 1X312298.1 99 Streptomyces Colonias blancas puntiformes Filamentos de forma.a.on tortuosa,
pulverulentas de color blanco con cadenas de conidios
TIC 1X312308.1 99 Streptomyces Colonlgs}pequ/enas secas, con MIC.e!IO no tortuosg,‘con
coloracion café ramificaciones verticiladas
A 1X312299.1 100 Streptomyces Colonias secas pL_JI\ieruIentas Fllamentos fragn.we.ntados y alta
de color verde-grisiceo cantidad de conidios
138 1X312300.1 99 Streptomyces Colonias bl.ancas que se tornan FormaCI.ones en gsplral y
de color gris presencia de conidios redondos
T3C 1X312301.1 99 Streptomyces Colon|a§ o’le coloracion oscura Fll:flmentos frg’gmentado.s con
verde-grisdcea baja produccién de conidios
D 1X312302.1 99 Streptomyces Colonla§ blancas con leve Filamentos simples y conidios
color gris ovalados.
PIR IX312312.1 99 Streptomyces Colonias grises, pulygrulentas, Mlc.eI!o aéreo fragmentado,
de color amarillo pélido conidios ovalados en cadena.
Colonia color café oscuro con
P3E JX312307.1 99 Streptomyces conidiacion de color blanco, Micelio aéreo, conidios redondos
reverso café
Colonias color crema grisdceo, | Micelio fragmentado, presenta
F1A JX312309.1 99 Streptomyces pigmento difusible anaranjado conidios ovalados en cadena
oscuro corta,
F2A 1X312304.1 100 Streptomyces Color/nas grr/s, color reverso MIC?lIO con esp|.ra'les y gran
marrén grisaceo cantidad de conidios
Colonias amarillas crema -
reverso marrén. Piemento Micelio levemente tortuoso y
F2C JX312305.1 100 Streptomyces P ; 8 ) conidios organizados en cadenas
difusible al medio color marrén
cortas.
claro
Colonia de color eris claro Filamentos largos, fragmentados
L4C JX312317.1 99 Streptomyces 8 Y de micelio tortuoso y con
reverso negro . L
conidios esféricos
Colonias de color azul verdoso | Micelio fragmentado y cadenas
V1B JX312313.1 99 Streptomyces con el tiempo de color plata, largas de conidios con forma
reverso crema esféricas
Colonias de color rosado con Micelio no tortuoso y escaso,
V1E JX312314.1 100 Streptomyces borde blanco, de color crema con cadenas largas de conidios
al reverso ovalados.
. Filamentos largos de micelio
Col das de bord .
V2B JX312306.1 100 Streptomyces blZ:cncI)aS rosadas de borde sencillo, con cadenas cortas de
conidios esféricos
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Figura 1. (A) Perfil cromatografico para los estandares de 4cidos organicos: 1. Acido oxdlico (7,15 minutos), 2. Acido citrico
(9,02 minutos) 3. Acido tartarico (9,49 minutos), 4. Acido glucénico (9,62 minutos), 5. Acido succinico (12,94 minutos), 6. Acido
férmico (14,45 minutos), 7. Acido acético (15,71 minutos). * desconocido. (B) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con
Ca3(PO4)2 5 g L-1 como fuente de fésforo. (C) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con AIPO4 1 g - L-1 como fuente de fésforo.

Tabla 2. Acidos organicos liberados por los aislamientos en

los ensayos de fermentacién con Cas(POa)2y AIPOa.

Aislamiento Acido prod.u?id.o en Acido producid? en
fosfato tricalcico fosfato de aluminio
T1B O, G, CD2 G,S
T1C O, CG, O,G,S
T3A O,C, G, CD3 O,C G, CD3
T3B O,CG G, S
T3C O, C G, CD3 O,CG,S
T3D G O, G
P2R 0O,C G O, G
P3E O, G, CD1, CD3 O, G, CD3
F1A O,CG O, C G, CD1
F2A (@] O, C
F2C O, C, G, CD1, CD2 O,CG
L4C O,CG O, G
V1B O,CG O, G, CD1
V1E 0O,CG O,CG
V2B O,C G, CD3 O, G, CD3

Acido oxdlico (0), 4cido citrico (C), 4cido tartérico (T), 4cido glucé-
nico (G), 4cido succinico (S), dcido férmico (F), acido acético (A),
compuesto desconocido 1 (CD1), compuesto desconocido 2 (CD2),
compuesto desconocido 3 (CD3).

Comportamiento de Streptomyces sp. (T3A)
bajo diferentes fuentes de fosforo insoluble

El comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo dife-
rentes fuentes de fésforo insoluble (Cas(PO4)2, AIPO4y
roca fosforica) es mostrado en la figura 2.

La figura 2 muestra que el fosforo soluble liberado por
Streptomyces sp. T3A con fosfato tricalcico como fuen-
te de fosforo alcanza un maximo de 122 mgP-L" en el
cuarto dia de cultivo donde paralelamente se present6
el valor de pH mas bajo (4,05). Consecuentemente,
el comportamiento de la glucosa presenta una rapida
disminucion (8,22 a 3,21 g.L") durante los primeros
cuatro dias y luego decrece lentamente; a partir del
cuarto dia se presenta una disminucion en la cantidad
de fésforo soluble que es liberado (78,7 mgP-L") y se
da un aumento significativo en la produccién de bio-
masa por parte de la actinobacteria (1,2 a 2,2 g-L").

En el caso de fosfato de aluminio se observa que la can-
tidad maxima de fésforo soluble liberado (14 mgP-L")
se alcanza al dia cinco de incubacién con una con-
centracion de biomasa de 0,98 g-L', siendo un valor
inferior si se comparan con la solubilizacién del fosfato
tricdlcico, asi mismo se observa que el consumo de
glucosa por parte del microorganismo fue mas lento.
Con respecto al pH, se presentaron valores menores
descendiendo hasta 2,3 y 2,5; se observa también que
existe un periodo de tiempo en el que aunque hay va-
lores bajos de pH, no se liberan formas de fésforo so-
luble al medio; sin embargo, a medida que se observa
un aumento de consumo de glucosa, de forma para-
lela aumentan las concentraciones de fosforo soluble.
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Figura 2. Comportamiento de Streptomyces sp. (T3A) bajo tres fuentes de fésforo inorganico (a: Cas(POa)2, b: AIPO4, c: roca fos-
férica)
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Finalmente, los resultados observados durante el en-
sayo con roca fosforica muestran que el valor maxi-
mo de fésforo soluble fue obtenido el dia cuatro de
crecimiento alcanzando una concentracion de 19,6
mgP-L-1, con lo cual se evidencia la capacidad de las
actinobacterias para solubilizar este tipo de fuentes mi-
nerales de fosfatos.

Comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes condiciones de pH

La actividad solubilizadora de fésforo para Strep-
tomyces sp. T3A fue evaluada bajo diferentes condicio-
nes de pH (4, 5, 6 y 8) para el inicio de la fermentacion,
con el fin de evaluar la habilidad de las actinobacterias
para solubilizar fésforo frente a diferentes rangos de
pH, teniendo en cuenta que los microorganismos del
suelo estan principalmente afectados por diferentes
condiciones ambientales, dentro de ellas el pH de los
suelos. Los resultados de la solubilizacién usando fos-
fato tricalcico como fuente de fésforo se encuentran
en la figura 3.

Los resultados revelan que la solubilizacion de fésforo
como se menciona anteriormente esta fuertemente li-
gada a la fuente de fosfatos, sin embargo para el caso
de este ensayo fue posible observar como en el medio
con pH 4 la liberacién de fosfatos solubles se ve ne-
gativamente afectada en comparacién con los otros
pH evaluados, en los cuales contindia presentando una
buena actividad solubilizadora de fosforo, siendo esta
una caracteristica importante teniendo en cuenta que
muchos de los suelos de uso agricola en el pais pre-
sentan pH acido y algunos se encuentran cercanos a 8
(Burbano y Silva, 2010).

En cuanto a los resultados de la solubilizacion del fés-
foro usando como fuente de fésforo insoluble roca fos-
forica, se observa una disminucion en las cantidades de
fosforo soluble liberado cuando el microorganismo se
encuentra en pH 4 con respecto a los otros pH. Dado
que las caracteristicas de las rocas fosféricas pueden
variar dependiendo su tipo, no es claro en que pH se
puede establecer la mejor actividad solubilizadora de
fosforo; sin embargo, para el tipo de roca fosférica usa-
da en este trabajo los resultados obtenidos demuestran
la eficiencia del aislamiento Streptomyces sp. T3A para
actuar sobre enmiendas de uso tradicional como las ro-
cas fosforicas bajo un amplio rango de pH.

Discusién

Identificacion molecular de actinobacterias

Basados en un porcentaje de identidad del 99% o ma-
yor, los aislamientos de actinobacterias identificados
pertenecen al género Streptomyces spp., un género de
facil aislamiento debido a la gran capacidad adaptativa
que tiene frente a diferentes fuentes nutricionales, lo
cual se relaciona con su alta densidad poblacional en

Figura 3. Actividad solubilizadora de fésforo de Streptomyces
T3A bajo diferentes condiciones de pH

diferentes tipos de suelos representando del 1 al 20%
del total de los recuentos de células viables (Schrempf,
2001). Adicionalmente, el aislamiento en medios orga-
nicos sencillos, como el medio avena o los denomina-
dos ISP (International Streptomyces Project), favorecen
la presencia de las especies de Streptomyces frente a
otros géneros de actinobacterias, consecuencia de la
secrecion de una diversidad de enzimas hidroliticas.
Este hecho no sucede en medios de cultivo con fuen-
tes complejas a nivel estructural (quitina, hidrolizado
de pelo y acido himico) las cuales estimulan el cre-
cimiento de actinobacterias con tasas de crecimien-
to mas lentas, diferentes a Streptomyces (Kurtboke et
al., 1992; Seong et al,, 2001; Hayakawa, 2008). La
importancia de estos aislamientos pertenecientes a
este género radica en que debido a la capacidad de
reproducirse por conidios, presentar un crecimiento
filamentoso y producir una diversidad de enzimas y
metabolitos secundarios, les permite tener una adap-
tacion a diferentes condiciones medioambientales y
de esta forma, pueden mantener una alta poblacién,
adherirse fuertemente a sustratos, descomponer varie-
dad de compuestos y competir por espacio y sustratos,
al compararse con otros grupos de microorganismos,
estas caracteristicas los hace buenos candidatos para
la produccién de biofertilizantes involucrados en los
procesos de liberacion de formas solubles de fosfatos
(Waksman, 1950; Perlam, 1953; Goodfellow y Wi-
lliams, 1983; Janssen, 2006; Zhang y Xu, 2008).

Identificacién de los acidos orgdnicos producidos
por los aislamientos de Streptomyces spp.

El hecho de haber detectado la presencia de acidos
organicos en las diferentes muestras, sugiere que es-
tos compuestos estan involucrados en la liberacion
de ortofosfatos a partir de fuentes no solubles. La
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capacidad de secretar acidos al medio por parte de
los aislamientos puede deberse a que la mayoria de
especies del phylum Actinobacteria aunque son de
naturaleza aerobia, mantienen la capacidad genética
de fermentacion, propia de sus antecesores (Cellulo-
monas, Mycobacterium, Corinebacteria), lo cual apoya
su amplia diversidad metabdlica (Stackebrandt, 1991;
Embley y Stackebrandt, 1994).

En cuanto a los reportes de acidos organicos produci-
dos por este phylum, Chen et al. (2006) en suelos sub-
tropicales muestran la presencia de acido glucénico
y un acido desconocido para diferentes aislamientos
de Rhodococcus erythropolis, asi mismo con cepas del
género Arthrobacter se publico la presencia de acido
citrico y dos acidos desconocidos. En el trabajo reali-
zado por El-Tarabily et al. (2008) se reportan diferentes
géneros de actinobacterias solubilizadoras de fosfatos
inorganicos como Micromonospora, Nocardia, Actino-
madura, Rhodococcus y Streptosporangium, la solubi-
lizacion de estas bacterias estaba mediada por acidos
como oxadlico, citrico, malico, glucénico, acético y lac-
tico ademds de acidos desconocidos.

Aun cuando los resultados de este trabajo proponen la
produccion de acidos como principal mecanismos de
liberacion de formas disponible de fosfatos en ensa-
yos in vitro, autores como Hamdali et al. (2008, 2009,
2012) reportan que la actividad solubilizadora de ac-
tinobacterias se debe a la presencia de sider6foros o
iones queladores, contrario a los acidos organicos que
producen una alcalinizacién del medio de cultivo. Los
resultados del mecanismo de solubilizacion usado por
las actinobacterias de esta investigacion pueden va-
riar con respecto a los de Hamdali et al. (2008, 2009,
2012), hecho que se ve reflejado en el descenso del
pH generado durante los procesos de fermentacion
(figura 2), ademas los resultados de este trabajo pre-
sentan la produccion de acidos organicos como el
principal mecanismo de solubilizacion, debido a que
no se evidenci6 otro tipo de compuesto que pudiese
causar el efecto solubilizador al realizar andlisis a otras
longitudes de onda en los andlisis cromatograficos (da-
tos no mostrados). La tabla 1 reporta la presencia de
los acidos succinico, acido férmico, acido acético y los
mas predominantes acido oxdlico, citrico y glucénico
a partir de las dos fuentes de fosfato evaluadas, estos
dltimos tres concuerdan con los reportes bibliografi-
cos en donde son los que mas contribuyen a la libera-
cion de fosforo (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria,
2009; Walpola y Yoon, 2012).

Comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo
tres diferentes fuentes de fésforo inorganico.

En este documento se reporta que la actinobacteria
Streptomyces sp. T3A, aislada de suelos en los andes
orientales colombianos, es capaz de solubilizar fosfato
tricalcico, fosfato de aluminio y roca fosférica como
fuente de fésforo insoluble. De acuerdo a los resulta-

dos presentados en la figura 2 para fosfato tricalcico,
hay un aumento del fésforo soluble en el medio mien-
tras el pH decrece, lo anterior puede ser explicado
porque hay una mayor produccién de acidos organi-
cos que contribuyen a liberar el fésforo de la fuente
inorganica no soluble. Adicionalmente, el comporta-
miento de la glucosa apoya este hecho, sugiriendo
que la glucosa en los primeros dias de fermentacién se
orienta a la liberacion de acidos organicos en el medio
de cultivo; este proceso se presenté en simultanea con
la disminucion de la cantidad de fésforo soluble y un
aumento en la formacion de biomasa que ocurre po-
siblemente porque el microorganismo al encontrarse
en fase exponencial requiere un mayor consumo de
nutrientes que pueden ser limitantes (en este caso el
fosforo), de acuerdo a lo anterior es posible inferir que
los excesos de nutrientes como fosfatos puedan ser
acumulados en la biomasa (Franco, 2008; Hamdali et
al., 2010; Chaudhry y Nautiyal, 2011).

Las observaciones del comportamiento fisiolégico de
Streptomyces sp. T3A frente al fosfato de aluminio (fi-
gura 2) permitieron evidenciar un descenso de pH des-
de el momento de la inoculacién del microorganismo,
lo que seguramente se debe a la liberacion de iones
Al*, que acidifican el medio; los resultados también
mostraron la relacion directamente proporcional en el
aumento del consumo de glucosa y la liberacion de
formas de fésforo solubles, como consecuencia de la
produccion de los acidos organicos sintetizados por
el microorganismo. Finalmente, cabe resaltar que las
cantidades bajas de fésforo soluble liberadas, el tiem-
po en el que son alcanzadas y las tasas de crecimiento
de Streptomyces sp. T3A con respecto al uso de fosfa-
to tricalcico como fuente de fésforo, sugieren que la
solubilizacién del fosfato de aluminio se da de forma
mas lenta debido a la estabilidad del complejo y a la
toxicidad que puede causar al microorganismo afec-
tando la solubilizacion; sin embargo, esta condicion
de ensayo in vitro puede generar resultados diferentes
en evaluaciones in vivo, debido a que el fésforo se en-
cuentra en una matriz diferente, lo que influye en su
movilidad generandose otros procesos como inmovi-
lizacion, adsorcion o precipitacion (Whitelaw, 2000;
Oliveira et al., 2009).

Los resultados presentados para la solubilizacion de
roca fosfoérica demostraron la presencia de actinobac-
terias solubilizadoras de roca fosférica y son compara-
bles con lo presentado por Hamdali et al. (2008) que
investigaron la solubilizacion de diferentes tipos de
rocas fosféricas en aislamientos de Streptomyces spp.,
los cuales liberaban cantidades de fésforo soluble en
un rango de 8,34 a 29,67 mgP-L", contrario a lo en-
contrado por los autores, en este trabajo, se observo
la acidificacion del medio producto de la liberacién
de acidos organicos por el consumo de sustrato, esto
confirma que seguramente este es el mecanismo de
solubilizacion que se esté llevando a cabo para solubi-
lizar roca fosférica. Los valores altos de este elemento
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pueden estar disponibles en el medio o ser almacena-
dos por Streptomyces sp. T3A en forma de polifosfatos,
de igual manera el estado fisiolégico de la cepa, las
condiciones de cultivo y otros minerales presentes en
la roca pueden variar los resultados de solubilizacion.
Paralelo a esto se presume que el consumo de gluco-
sa no pudo ser determinado de manera muy precisa
debido a silicatos, u otro tipo de compuestos dentro
de la composicion de la roca fosforica, los cuales pue-
den interferir en la medicién de azlcares reductores
(Dighe et al, 1985; Hamdali et al., 2008; Schneider et
al,, 2010).

Comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes condiciones de pH

El comportamiento que fue observado por Strep-
tomyces sp. T3A bajo pH 4 en comparacion a los otros
pH evaluados (figura 3) puede deberse posiblemente
porque al adicionar acido para ajustar el pH del medio,
este acido puede estar llevando a cabo el proceso de
solubilizacién, por tal motivo al inocular el microorga-
nismo no hay formas insolubles de fésforo para que
desarrolle su actividad, por el contrario es posible que
la actinobacteria haga uso de este para su crecimiento.
Estos resultados no concordaron con lo encontrado
por Park et al. (2011), los cuales evaluaron la activi-
dad solubilizadora de fésforo de Burkholderia cepacia
bajo diferentes condiciones de estrés, dentro de estas
el pH, encontrando que este microorganismo es capaz
de solubilizar fésforo en un rango de pH de 2 a 11.
Este hecho también permitié evidenciar que no solo
es necesario un descenso de pH para liberar formas
solubles de fosforo sino la presencia de acidos orga-
nicos producidos por los microorganismos y que su
alcance de solubilizacién depende del tipo de acido
organico, asi como del tipo de suelo (Liu et al., 2001;
Park et al., 2011).

Como se observé en la figura 3 la actividad solubiliza-
dora de fosfato de aluminio se favorece en medios con
pH bajos (4 y 5), esto se debe probablemente a que
los fosfatos de aluminio en soluciones acuosas presen-
tan una solubilidad minima a pH altos, asi que cuando
los pH decrecen la solubilidad del fésforo tiende a in-
crementar, facilitando la disponibilidad del compuesto
para que el microorganismo libere las formas disponi-
bles (Whitelaw, 1999; Sayed et al., 2000).

Los resultados de la figura 3 presentan una tenden-
cia similar a la investigacion realizada por Vyas et al.
(2007), los cuales evaluaron la solubilizacién de roca
fosférica en Eupenicillium parvum, demostrando que a
medida que el microorganismo se somete a una con-
dicion de estrés (en este caso pH bajo), se reduce la
actividad solubilizadora de fosforo; caso tipico en hon-
gos, microorganismos que metabolicamente tienen un
comportamiento metabdlico similar a las actinobacte-
rias. Adicional a esto, las diferencias presentadas en
los resultados entre estudios pueden atribuirse a las

caracteristicas, composicion y diversas formas de fos-
foro (solubles e insolubles) que pueden presentarse en
las rocas fosféricas, teniendo en cuenta que al variar
el pH, estas pueden reaccionar de forma diferente in-
fluyendo en la solubilidad (Salas et al., 2006; Welch et
al., 2002).

Se sabe que la adicion de biofertilizantes aumenta de
manera significativa la toma de fésforo por la planta,
motivo por el cual las actinobacterias de este trabajo
pueden jugar un papel fundamental en la solubiliza-
cion del fosfatos presentes en los suelos, evitando la
adicion de mas fésforo que rapidamente se ve absorbi-
do por el suelo (Ahmed et al., 2008; Khan et al., 2009).
Asi mismo es importante sefalar que los aislamientos
pueden presentar mas actividades que promuevan el
crecimiento vegetal, lo que finalmente contribuiria a
disminuir el uso de otros compuestos quimicos que
perjudican el medio ambiente.

Conclusién

Los hallazgos encontrados bajo el presente estudio
permiten sugerir a las actinobacterias como microor-
ganismos con el fenotipo solubilizador de fésforo,
siendo este el primer reporte de una actinobacteria
solubilizadora de fosfato de aluminio. Finalmente se
espera que los resultados del presente trabajo conduz-
can a la continuidad en la investigacién de actinobac-
terias como PGPR para ser propuestas en el disefio y
formulacion de biofertilizantes en la industria agricola.
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