1. RESUMEN

El departamento de Boyacd en Colombia, es una region reconocida por la alta
productividad y desarrollo en la agricultura, sin embargo, sus suelos por lo general
presentan deficiencias en elementos nutricionales como el fésforo, concentraciones que
usualmente son controladas mediante la adicion de fertilizantes quimicos, siendo esta
practica costosa y altamente contaminante. Una de las alternativas para resolver este
problema, es el uso de biofertilizantes en su mayoria a base de bacterias y hongos
solubilizadores de fosfatos, por el contrario las actinobacterias han sido poco exploradas
en el desarrollo de esta actividad. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue aislar
actinobacterias, capaces de liberar fosforo soluble de forma In vitro. Un total de 32
actinobacterias fueron aisladas y caracterizadas; para determinar su actividad
solubilizadora de fésforo, se evaluaron dos pruebas cualitativas en medio sélido SMRS-1
y medio liquido NBRIP-BPB, ademas de cuantificar liberacion de por el método de azul
de molibdeno con los aislamientos de mejor actividad en los ensayos cualitativos. El
aislamiento T3A fue seleccionado por presentar los valores de solubilizacion 512,7 mg-L™
para Caz(PO,), y 24,9 mg-L™* con AIPO,. Posteriormente, se evaluaron cinéticas de
crecimiento bajo diferente fuentes de fosfato insoluble (Caz(PO,),, AIPO, y roca fosférica)
cuantificando parametros de biomasa, consumo de glucosa, pH y cantidad de fésforo
soluble liberado. Adicionalmente, se evalud la actividad solubilizadora de fésforo bajo
diferentes valores de arranque del pH (4, 5, 6, 8). Los resultados mostraron que el
aislamiento T3A tiene la capacidad de solubilizar otras fuentes de fosfatos insolubles bajo
diferentes niveles de pH. La actividad solubilizadora de fésforo de este aislamiento puede
estar directamente asociada con la liberaciébn de acidos organicos, este hecho fue
evidenciado por la disminucion del pH en el medio, por lo que se decidi6 identificar los
acidos organicos involucrados en el proceso de solubilizacién mediante cromatografia de
capa delgada, sin embargo las bajas concentraciones de acidos organicos en el medio no
permitieron su deteccidon bajo esta metodologia. Los desarrollos del presente estudio
sugieren el potencial que presentan las actinobacterias como solubilizadoras de fésforo,
siendo este el primer reporte de solubilizaciéon de AIPO,, asi mismo contribuyen al avance
en la investigacion de actinobacterias como PGPR para ser propuestas en la formulaciéon
de un bioinoculante.

2. INTRODUCCION

En los Ultimos afios la humanidad se ha preocupado ampliamente por el uso razonable
del suelo, debido a que en él, se llevan a cabo diferentes actividades. Dentro de estas se
encuentra la agricultura, la cual sigue siendo la principal fuente de alimentacion para la
poblacion mundial. Por lo anterior, se hace necesario el desarrollo de una agricultura
sostenible, donde se lleven a cabo buenas practicas agricolas; todo esto representa un
reto actual para aquellos quienes trabajan e investigan en esta area, uno de los temas
mas relevantes es la nutricion de las plantas cultivables pues de esto depende el

desarrollo y rendimiento del cultivo de interés (1).



El fosforo en la nutricion vegetal es un elemento que limita el crecimiento de las plantas
debido a que se encuentra en formas poco disponibles para estas. La disponibilidad se
encuentra condicionada por factores tales como: fluidos y minerales presentes en el
suelo, el pH, la actividad microbiana, la presencia de enzimas, sideréforos, acidos
organicos y la intensidad de demanda del nutriente (2). Dada la baja disponibilidad de
este elemento en el suelo, los microorganismos participan activamente en la movilizacion
de fosforo para las plantas al mantenerlo en sus estados de mayor disponibilidad (3). Por
lo tanto, los microorganismos son fundamentales para asegurar el ciclaje del fésforo en el
suelo (4). Existen muchos estudios de microrganismos solubilizadores de fésforo como
una alternativa para resolver este problema. Pocos autores reportan actinobacterias con
esta capacidad, sin embargo se ha demostrado que estos microrganismos tienen la

habilidad de generar una mayor disponibilidad de este elemento (5-11),

Las actinobacterias son un grupo de microorganismos que se encuentran en la mayoria
de ecosistemas y son ampliamente estudiados por su alta diversidad metabdlica y por
desarrollar diversas actividades, tales como: mejoramiento de la estructura del suelo,
produccion de compuestos bioactivos con actividad antagonista, produccion de enzimas
extracelulares, pigmentos, terpenoides, asi mismo juegan un papel importante en la
mineralizacion del nitrégeno y el carbono, la degradacion de la materia organica y la
solubilizacion de fosfatos, entre otras actividades. Debido a esto, recientemente se les ha
considerado como “Rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas” llamadas asi
porque desempefian funciones claves para la planta que incluyen mecanismos de
antagonismo contra patdégenos, mayor disponibilidad de nutrientes, produccion de
reguladores de crecimiento que inducen alargamiento de la raiz, floracién, formacion de
frutos, entre otras actividades (5, 7, 12, 13, 14). En este caso, la biodisponibilidad del
fésforo como elemento esencial para las plantas, se encuentra dentro de las actividades
directas de promocion del crecimiento vegetal y pueden ser llevadas a cabo por las
actinobacterias mediante mecanismos de disponibilidad de fosforo tales como: reduccién-
oxidacion, mineralizaciéon del fosforo organico por la produccion de fosfatasas y
solubilizacion del fésforo inorganico por medio de la produccion de sideréforos y la

secrecion de acidos organicos (15), 16).

Debido a la poca informacion que se encuentra sobre la solubilizacién de fésforo por las

actinobacterias y a la gran limitacion del fésforo como nutriente vegetal, se realizaron
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aislamientos de estos microorganismos en areas con problemas de altas fertilizaciones
con fosforo en el departamento de Boyaca para determinar la actividad solubilizadora de
fésforo y la secreciéon de acidos organicos de estos microorganismos.

3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fésforo es uno de los nutrientes mas limitantes para el crecimiento vegetal (15),
constituyente fundamental de los sistemas de captacion, almacenamiento, transferencia
de energia y, adicionalmente forma parte de la mayoria de los procesos fisioldgicos de los
organismos (17). En el suelo, el fésforo se encuentra tanto en formas organicas como
inorganicas y su disponibilidad para las plantas estd condicionada por reacciones
fisicogquimicas y biol6gicas (18). Un suelo contiene aproximadamente de 0.4 a 1.2 g de
Fésforo por Kg de suelo y el 95 al 98% de este fosforo se encuentra en la forma de
guelatos metalicos insolubles que no pueden ser tomados por las plantas (19). En
Colombia se presenta una deficiencia del 98% de fésforo para las plantas (20), los niveles
de fésforo total son variables, mientras que los de fésforo disponible son generalmente
muy bajos (21), en los suelos de Boyacé el contenido de fosforo aprovechable es muy
bajo (22) con valores que oscilan entre 4.0 y 40 ppm dependiendo de la zona (23, 24),
una de las principales causas de la limitacion de este elemento es la precipitacion de los
fosfatos disponibles para las plantas ya que en los procesos de precipitacion el
predominio de una u otra forma i6nica depende directamente del pH (5). Es asi como el
fésforo, al ser uno de los elementos mas limitantes para el crecimiento y desarrollo de las
plantas, debe ser suministrado bajo la adicién de fertilizantes quimicos (3), encontrandose
dosis de 450 kg/ha de P,Os (24), sin embargo, este fosforo es rapidamente fijado a formas
no disponibles para las plantas (25), asi mismo el uso de estos quimicos sigue
representando una fuente de contaminacién tanto para el medio ambiente como para la

salud humana.

Para mitigar los efectos mencionados anteriormente, se propone el uso de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, que llevan a cabo diferentes mecanismos para la
solubilizacion de fosforo, uno de estos procesos es la produccion de acidos orgénicos.
Esta investigacion se enfoca en este tipo de solubilizacion, ya que existen reportes donde

se determina que este es el principal mecanismo de solubilizacion (15, 26, 27); uno de los
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métodos mas utilizados para la estimacion de la actividad solubilizadora de un
microorganismo es determinar la naturaleza de los &cidos organicos producidos (28), esta
identificacion puede realizarse por medio de cromatografia de capa fina al ser una técnica
economica, rapida y sencilla que identificar4d de forma preliminar los acidos organicos
presentes (29); el uso de la cromatografia de capa fina es una herramienta importante
porque permite evidenciar una correlacion entre los mejores aislamientos solubilizadores
de fosforo y el tipo de acido involucrado en este mecanismo, lo que facilitaria mejorar las
condiciones de disefio y optimizacion de medio de cultivo, escalamiento del proceso,
separacion, purificacién y la formulacion de un bioinoculante. Una de las poblaciones de
microorganismos con menos estudios publicados en este campo son las actinobacterias,
existen reportes que sefialan que son capaces de producir acidos organicos y que este
podria ser el principal mecanismo de obtencién de fésforo soluble (10, 30); sin embargo,
otros autores como Hamdali et al. (2012) atribuyen la solubilizacién a la produccién de
sideréforos y no de acidos organicos (31); por lo anterior, se hace necesario profundizar
en el estudio de estos microorganismos como solubilizadores de fésforo y el mecanismo
por el cual se da este proceso, asi mismo, continuar con la evaluacion de las actividades
de promocion de crecimiento vegetal para una futura produccion de bioinoculantes
eficientes que mejoren la productividad de cultivos y disminuyan el uso de fertilizantes
guimicos, reduciendo costos de produccion, asegurando la seguridad alimentaria e
implementando buenas practicas agricolas para el desarrollo de una agricultura sostenible
(32).

Con base a los problemas que presenta el fosforo como elemento limitante en los cultivos
agricolas y al poco estudio de poblaciones microbianas como las actinobacterias, en esta
investigacion se evalu6 la actividad solubilizadora de fésforo por parte de actinobacterias,

para ser propuestas en el disefio de bioinoculantes de la industria agricola.



4. MARCO TEORICO

4.1 El suelo y su composicion

El suelo es la parte mas externa de la corteza terrestre, se considera como un sistema de
interaccion entre una fase sdlida compuesta por materia mineral y organica, una fase
liquida y una gaseosa, todos los constituyentes de este sistema se hallan dispersos en
una matriz heterogénea. El material mineral presente en el suelo viene dado por las
caracteristicas de las rocas del subsuelo asi como los procesos edéficos que hayan
tenido lugar en su formacion, la materia organica resulta de la actividad de los distintos
organismos presentes en el suelo, su cantidad y composicion resultan ser variables, el
resto del volumen del suelo esta constituido por espacios porosos que a su vez estan
ocupados por agua y gases que constituyen la atmdésfera edafica. El suelo es el medio
principal para el crecimiento de las plantas, es una mezcla de material biol6gicamente
activo resultante de las transformaciones complejas que incluyen el intemperismo de
rocas y minerales, el ciclaje de nutrientes, la produccién y descomposicion de biomasa
(22, 33).

Al ser el suelo un sistema complejo que presenta una alta heterogeneidad espacial y
temporal, alberga una gran cantidad de especies vegetales, animales y microbianas,
estas poblaciones presentan unas caracteristicas especiales y realizan una diversidad de
funciones que repercuten en las condiciones del suelo (22). La naturaleza del habitat en
que vive la comunidad de organismos, esta determinada por una compleja interacciéon
entre la geologia, el clima, la vegetacion, la interaccion con las rocas y el material parental
presente en el suelo (34). Debido a esto, en los suelos se producen una enorme gama de
habitats que soportan una gran cantidad de biomasa y con esto una amplia diversidad
genética, un solo gramo de suelo contiene kilémetros de hifas de hongos y méas de 10°
células bacterianas, organismos pertenecientes a decenas de miles de diferentes

especies (34).

Las interacciones entre plantas y microorganismos del suelo se manifiestan de forma
especial en la rizosfera, la zona del suelo afectada por el desarrollo de las raices las
cuales estimulan la actividad de microorganismos tales como hongos, micorrizas,
bacterias, arqueas, actinobacterias, virus, entre otros (5, 35, 36). Todos estos organismos

establecen relaciones entre ellos de formas muy variadas y complejas y también

5



contribuyen a las caracteristicas propias del suelo ya que desempefian funciones de gran
importancia en relacion con procesos de edafogénesis; ciclos biogeoquimicos de
elementos como el carbono, nitrdgeno, oxigeno, azufre, fésforo, hierro y otros metales;
fertilidad de las plantas y proteccién frente a patdgenos, al mismo tiempo de degradar
compuestos xenobidticos, entre otras (33).

4.2 Actinobacterias como promotoras de crecimiento vegetal

Un considerable nimero de bacterias que presentan una asociacién con la rizosfera de
las plantas y que ejercen importantes beneficios sobre el desarrollo de estas, han sido
denominadas “Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal” (PGPR, acrénimo del
inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria”) (5, 37, 38); son llamadas asi porque
desempefian funciones claves en el crecimiento y desarrollo de las plantas que incluyen
mecanismos de accion directa e indirecta, los mecanismos de accién directa son aquellos
que favorecen la disponibilidad de nutrientes para las plantas como son la fijacion de
nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos y la produccién de reguladores de crecimiento u
hormonas vegetales. Los mecanismos indirectos benefician a la planta en la interaccion
con otros factores que pueden afectar su crecimiento como lo son el biocontrol sobre
organismos fitopatégenos por la produccion de sustancias bioactivas y la induccion de

mecanismos de resistencia en la planta (37, 39, 40).

Gran parte de los estudios de microorganismos promotores del crecimiento vegetal estan
enfocados en la busqueda y evaluacion de bacterias no filamentosas y hongos capaces
de llevar a cabo actividades metabdlicas para ser empleadas en beneficio de las plantas;
en este contexto, cabe mencionar los pocos estudios de actinobacterias como promotores
del crecimiento vegetal y el interés de algunos autores en avanzar en la investigacion de
estas actividades (12). Las actinobacterias comprenden un grupo de microorganismos
que se encuentran en gran parte de los ecosistemas como suelos, aguas dulces, marinas,
rios, polvo, etc. (41); se caracterizan por ser bacterias Gram positivas, con capacidad de
formar filamentos ramificados y tener un alto contenido guanina-citosina (G+C) en sus
genomas (5, 42). Ecolégicamente, las actinobacterias son generalmente sapréfitas y viven
en el suelo, se ha demostrado que habitan la rizosfera de muchas especies de plantas
(42). Estos microorganismos son ampliamente conocidos por su habilidad para producir
antibidticos, pigmentos, terpenoides, enzimas extracelulares con las que son capaces de

degradar materia organica de origen vegetal y animal (43, 44, 45).



Las actinobacterias habitan cominmente el suelo, contribuyendo en la estructura y olor
caracteristico del mismo; recientemente, se han caracterizado actividades relacionadas
con la promocién del crecimiento vegetal, en especial como agentes de control biolégico
de varias enfermedades de plantas, con la produccién de antibiéticos y de enzimas
extracelulares como quitinasas, glucanasas, peroxidasas y otras (5, 7, 12, 13). Asi mismo,
otras investigaciones se han centrado en la produccién de hormonas promotoras del
crecimiento como auxinas y giberelinas, fijacion de nitrégeno, produccion de sideréforos y
solubilizacion de fosfatos, concluyendo que las actinobacterias presentan un efecto
benéfico sobre plantas (10,11, 12, 14, 46, 47).

Una buena seleccibn de cepas promotoras del crecimiento vegetal, requiere un
entendimiento de la dinamica y composicion de las comunidades bacterianas que
colonizan la rizosfera y una profundizacion en la caracterizaciébn de las actividades

directas e indirectas para la promocién del crecimiento (25).
4.3 El fosforo en los suelos

El fésforo es un elemento esencial para todos los organismos vivos, juega un rol
estructural y funcional y se encuentra en moléculas como los acidos nucleicos (DNA,
RNA), fosfolipidos, ATP, entre otras (34, 36). Aunque el fésforo se encuentra en
cantidades abundantes en muchos suelos, es un elemento que limita el crecimiento y
desarrollo de plantas ya que solo el 0,1% del fosforo total que existe en los suelos se
encuentra en formas disponibles para estas (48, 49). El fosforo existe en el suelo de forma
organica e inorganica, el fésforo organico proviene de los restos vegetales y animales que
al ser degradados por los microorganismos del suelo liberan compuestos fosfatados,
constituye del 29 al 65 % del fésforo en suelos agricolas; el fésforo organico se encuentra
en el suelo, principalmente en forma de fitato o formas relacionadas, fosfolipidos, &cidos

nucleicos y sus derivados (34, 50).

El foésforo inorganico esta representado en los suelos por las rocas y minerales primarios
como apatitas, hidroxiapatitas y oxiapatitas, estas formas, se caracterizan por ser
insolubles, sin embargo bajo condiciones apropiadas pueden ser solubilizadas y
convertirse en formas disponibles para plantas y microorganismos, otras formas
inorganicas de fosforo también pueden ser encontradas en la superficie de hidréxidos de

hierro, aluminio y manganeso que son poco solubles y asimilables (4). Teniendo en



cuenta la baja disponibilidad, el fosforo debe ser agregado al suelo en forma de
fertilizantes fosfatados, parte de este, es utilizado por las plantas pero otra parte se pierde
rapidamente, debido a que forma complejos insolubles con constituyentes del suelo
reduciendo la eficiencia del uso de fertilizantes en cultivos. Este fenédmeno, se debe a que
el fosforo soluble reacciona con cationes formando complejos insolubles en los cuales, el
predominio de una u otra forma i6nica depende directamente del pH y el tipo de suelo,
asi, en suelos acidos, el fésforo es fijado por hierro y aluminio, mientras que en suelos
alcalinos este es fijado por calcio; asi mismo, este elemento puede adsorberse sobre la
superficie de los coloides del suelo (materia organica, arcillas), por fuerzas electrostaticas,
de Van der Walls o quimicas (15, 48, 51). Por lo anterior, el fosforo no puede ser
aprovechado totalmente por las plantas lo que incrementa el interés de investigar

mecanismos de solubilizacién de este elemento (11).
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Figura 1. Mecanismos biologicos, quimicos y fisicos que ocurren dentro del ciclo del fésforo

Por consiguiente, los microorganismos del suelo que solubilizan fosfatos se convierten en
una alternativa para proveer de este elemento a las plantas, por lo que juegan un rol
importante en el desarrollo de una agricultura sostenible (52). Los microorganismos

fosfato solubilizadores realizan transformaciones de los compuestos organicos e



inorganicos de fésforo insoluble a formas solubles como los ortofosfatos, tales
transformaciones se llevan a cabo por mecanismos de mineralizacion por produccion de
fosfatasas y solubilizacién por produccion de acidos organicos, excrecion de protones y
produccion de agentes quelantes (sideroforos) (4, 25, 53, 54, 55); recientemente, Hamdali
et al. (2010) detectaron la presencia de moléculas pertenecientes a la familia de las
viridomicinas involucradas en el proceso de solubilizacion de fésforo, estas moléculas son
consideradas como quelantes fuertes de cationes y tienen la habilidad de capturar los
iones cargados positivamente, desestabilizando la estructura de las hidroxiapatitas,
liberando fosfatos que se encuentran cargados negativamente, reduciendo la

concentracion de protones libres y causando la alcalinizacién del medio (19).

- Mineralizacion

La mineralizacién es la conversion microbiana de foésforo organico a formas de fosforo
disponibles para las plantas; ocurre cuando el fésforo inorganico celular, a partir de las
células muertas, es liberado a la solucion y cuando los compuestos organicos son
hidrolizados, sobre las superficies externas de las membranas celulares. La
mineralizacién de fésforo organico es llevada a cabo por muchos microorganismos
que tienen fosfatasas extracelulares y que implican la hidrélisis de enlaces fosfodiéster
o fosfoanhidrido; la liberacion de fésforo a partir de la materia organica por medio de
estas enzimas, puede llegar a ser una importante fuente de fésforo disponible (4, 11,
50).

- Solubilizacion

La solubilizaciéon es la conversién de formas inorganicas de fosforo insolubles en
formas solubles (36); varios mecanismos se proponen para explicar la solubilizacion

del fésforo inorganico por parte de los microorganismos a través de procesos como:

Exudacion de sustancias quelantes (sideroforos):

Los sideroforos son metabolitos producidos por microorganismos en el suelo y
basan su actividad en fenbmenos de quelacion, es decir, la habilidad de un

compuesto quimico de formar una estructura en anillo con un ion metalico,



resultando en un compuesto con propiedades totalmente diferentes al del metal
inicial. Los sideréforos en este caso, se encargan de captar el hierro que se
encuentra unido a los fosfatos aumentando la disponibilidad de este elemento (5,
51).

Excrecion de protones:

En algunos casos, se ha reportado solubilizacién de fdsforo inorganico en la
ausencia de acidos orgénicos, esto puede explicarse por la excrecion de protones
desde el citoplasma a la superficie externa de la célula, procedentes del proceso
de respiracién aerobica. Asi mismo, la asimilacion de NH," por parte de los
microorganismos, en el que el uso de sales de amonio como fuente de nitrégeno
causa la acidificacién por la liberacién de protones H* haciendo que se libere
fésforo soluble (27, 54, 56, 58, 59).

Produccion de acidos organicos

Esta determinada por la habilidad de los microorganismos para liberar metabolitos
tales como acidos organicos, los cuales a través de sus grupos hidroxilo y
carboxilo quelan los cationes que se encuentran unidos a los fosfatos (15). Los
acidos organicos son producidos por microorganismos que se encuentran en la
rizosfera y provienen de compuestos de alto peso molecular como los
carbohidratos; existe un gran nimero de microorganismos que son capaces de
solubilizar fosfatos, los cuales usan la glucosa como fuente de carbono, al usar
este criterio, todos los microorganismos que posean la ruta de la oxidacion directa
de la glucosa, tendrian la capacidad de solubilizar fésforo (27). En los ultimos
afios, se ha avanzado en el estudio del mecanismo que se encuentran
directamente involucrado en la solubilizacion de fosforo en bacterias Gram
negativas, estas han sido designadas como fenotipo MPS™ determinando que es
necesaria la presencia de un conjunto de genes, los cuales estan involucrados en
la biosintesis del cofactor quinona de pirrolo-quinolina (PQQ) y la formacién de la
enzima glucosa deshidrogenasa (GDH) que cataliza la formaciéon de &acido

glucénico por la via de oxidacién directa de la glucosa (4, 27, 60).
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Los &cidos organicos producidos por los microorganismos fosfato solubilizadores
liberan fésforo soluble al quelar cationes de calcio, hierro o aluminio, la quelacion
involucra la formacién de enlaces entre una molécula y el ion metélico, lo que crea
una estructura compleja, esto ocurre a través de el oxigeno que contienen los
grupos hidroxilo y carboxilo de los &cidos organicos como glucénico, oxalico,
citrico, malico, lactico y se da siempre y cuando la estructura de los acidos permita
formar complejos estables. Asi mismo, los acidos orgénicos causan la disminucion
de la adsorcion de los fosfatos solubles sobre los coloides del suelo como las
arcillas, debido a la competencia con el fésforo por los sitios de adsorcion al suelo,
lo cual incrementa la accesibilidad de formas disponibles de fésforo para la plantas
(4, 36, 15, 56, 27, 61).

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad solubilizadora de fosforo de actinobacterias aisladas a partir de

suelos del departamento de Boyaca.

5.2 Objetivos especificos

Caracterizar morfolégicamente actinobacterias aisladas a partir de suelos del

departamento de Boyaca.

Seleccionar las actinobacterias con capacidad solubilizadora de fésforo a partir de los

aislamientos realizados.

Identificar preliminarmente los &cidos orgénicos sintetizados por las actinobacterias

gue participan en el proceso de solubilizacién de fosforo.
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6. METODOLOGIA

El proyecto se desarrollo en las instalaciones de la Unidad de Investigaciones

Agropecuarias (UNIDIA) de la Pontificia Universidad Javeriana.

6.1 Recoleccion de la muestra.

Las muestras de suelo se tomaron en la rizosfera a una profundidad de 15 a 30 cm de
plantas silvestres en las localidades de Tota y Paipa en el departamento de Boyaca,
Colombia. Las muestras se colocaron en bolsas de polietileno, cerradas herméticamente y
se transportaron refrigeradas a la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA);
cada una de las muestras fue debidamente marcada segin su geoposicién indicando

coordenadas, temperatura, humedad relativa y altura sobre el nivel del mar.

6.2 Procesamiento de la muestra.
6.2.1 Aislamiento de actinobacterias a partir de muestras de suelo.

De cada una de las muestras de suelo de las zonas de aislamiento se tomaron 10 g de
suelo previamente homogenizado y se realizaron diluciones seriadas en base 10 con
solucién salina al 0.85% (Anexo A) hasta 10”. A partir de las diluciones 10* a 107, se
sembré por triplicado en medios sélidos avena y avena—extracto de suelo (Anexo B)
suplementados con 0,1% de nistatina como agente inhibidor de hongos. La suspension se
distribuyé homogéneamente sobre la superficie del agar y posteriormente se incub6 a
23°C = 2 inspeccionando durante 30 dias colonias con caracteristicas de actinobacterias
(puntiformes, secas y pulverulentas), pasado el tiempo de incubacion se seleccionaron las
colonias presuntivas y se repicaron por aislamiento en medio solido avena suplementado
con nistatina al 0,1% hasta purificar totalmente el aislamiento. Los aislamientos fueron

codificados de acuerdo a la zona de aislamiento, punto de muestreo y orden de aparicion

(5).
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6.2.2 Caracterizacion morfologica de las actinobacterias aisladas.

6.2.2.1 Caracterizacién macroscoépica.

A partir de los aislamientos puros, se observaron las caracteristicas de las colonias a nivel
macroscopico, teniendo en cuenta color del anverso y del reverso, presencia de

pigmentos y textura de la colonia (5, 62).

6.2.2.2 Caracterizacion microscépica.

Los diferentes aislamientos de actinobacterias se sembraron de forma masiva en medio
s6lido avena suplementado con nistatina al 0,1%. Posteriormente, se realiz6 la
caracterizaciébn microscépica haciendo el montaje en una lamina y observando sus
caracteristicas con la coloraciéon de Gram (filamentos, propagulos, ramificaciones y forma
de las mismas). Asi mismo, a partir de un cultivo puro se introdujeron laminillas estériles
con una inclinacién de 45° con respecto a la superficie del agar. Las cajas se incubaron a
23°C * 2 durante 15 dias, posteriormente las laminillas se colocaron sobre una lamina
portaobjetos con cristal-violeta para la observacién al microscopio del micelio y
propagulos formados (5).

6.3 Conservacion de los aislamientos.

Se prepard solucién salina al 0.85% con glicerol al 20%, adicionando 1 mL de esta
solucion a tubos crioviales de 1,5 mL secos y estériles; cada uno de los aislamientos se
adicion6 a los crioviales sobre medio sélido avena en forma de discos de 5 mm de
diametro, 5 discos por vial. Finalmente, se almacenaron los aislamientos a -20°C

verificando viabilidad, pureza y estabilidad al cabo de 1 mes y 6 meses.
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6.4 Ensayos in vitro para evaluar la capacidad solubilizadora de fésforo de los

aislamientos de actinobacterias.

6.4.1 Evaluacién cualitativa en medio so6lido.

A partir de un cultivo puro de los aislamientos en medio solido avena, se sembraron en
medio SMRS1 con fosfato tricalcico como fuente de fosforo insoluble (Anexo B) dos
discos de 5 mm de didmetro separados de forma equidistante, abriendo un hueco de 5
mm de diametro en el medio SMRS1 y posteriormente remplazando con el disco de cada
aislamiento. Se incubé a 23°C + 2 revisando de manera diaria durante 10 dias, la
acidificacion del medio SMRS1 (viraje a color amarillo por el indicador de pH) y halo de
hidrélisis indicaban una prueba positiva (63, 64). Este procedimiento se realiz6 por
cuadruplicado.

Se tomaron los datos de medida de la colonia y halo de hidrélisis para establecer la

eficiencia de la solubilizaciéon de fésforo por medio de la siguiente formula:

Eficiencia de la solubilizacion = Didmetro halo de hidrdlisis x 100, (2).

Diametro de la colonia

6.4.2 Preparaciéon deinoculos.

Se realiz6 una reactivacion a partir de un vial de las actinobacterias en medio avena
suplementado con 0.1% de nistatina y se incubé a 23°C + 2 por 7 dias. Posteriormente, se
realizd una suspension de conidios u estructuras reproductivas en tubos de 16 x 150 mm
tapa rosca con soluciéon salina al 0.85% y se prepard un inéculo con concentracién de

1 x 10’ conidios/mL u estructuras reproductivas.

6.4.3 Evaluacién cualitativa en medio liquido.

A partir del in6culo (preparado segun el numeral 5.4.2) se tomaron 40 uL de este y se
adicionaron a tubos 16 x 150 mm tapa rosca con 5 mL de medio liquido NBRIP-BPB con
fosfato tricalcico como fuente de fésforo insoluble (Anexo B), se incubd a 23°C + 2y 120

rpm y se revisO durante 5 dias observando cambio en la coloracién del medio. Este
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procedimiento se realizd por cuadriplicado. Pasado el tiempo de incubacion se centrifugo
a 10000 rpm por 10 minutos, se tomd el sobrenadante y se leyo la absorbancia a 600 nm
tomando como blanco de la prueba el medio NBRIP sin BPB (Anexo B). Se registraron los
datos y se calculé el cambio en la absorbancia, tomando como referencia el medio
NBRIP-BPB sin inocular (65).

Se consideraron aislamientos solubilizadores de fdésforo, aquellos que presentaron una

absorbancia mayor o igual a 1.5 unidades (66).

6.4.4 Cuantificacion de la actividad solubilizadora de fésforo.

La cuantificacién del fosforo soluble se realizé por medio del método de fosfomolibdeno a
través del test SPECTROQUANT de Merck® con las cepas seleccionadas como
solubilizadoras de fésforo a partir del tamizaje (Numerales 5.4.1 y 5.4.3) (67). Para el
desarrollo de esta prueba, inicialmente se prepard una curva patron con concentraciones
conocidas de ortofosfatos (KH,PO,) segun el protocolo 365.2 de la EPA (Anexo C) (68).

Para cuantificar la actividad de los aislamientos se tomaron 160 uL del inéculo y se
adicionaron a un erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de medio NBRIP suplementado con
fosfato tricalcico y fosfato de aluminio como fuente de fosforo insoluble (Anexo B), se
incubaron a 23°C + 2 y 120 rpm durante 5 dias. Pasado el periodo de incubacion, cada
muestra se centrifugé a 5000 rpm por 15 minutos, se tomoé el sobrenadante y
posteriormente se cuantifico la liberacion de ortofosfatos de cada uno de los aislamientos
(Anexo C) (16, 69).Este procedimiento se realizé por cuadruplicado.

A partir de las evaluaciones cualitativas y cuantitativas se selecciond el aislamiento con la

capacidad de solubilizar las dos fuentes de fésforo evaluadas.

6.5 Curva de crecimiento del mejor aislamiento solubilizador de foésforo bajo

diferentes fuentes de fosforo insoluble.

6.5.1 Preparacion de in6culo.

Se realizé una reactivacion a partir de un vial del aislamiento T3A y se incub6 a 23°C + 2

por 7 dias. Posteriormente, se realiz6 una suspension de 1 x 10’ conidios/mL u
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estructuras reproductivas en 250 mL de solucion salina al 0.85% en erlenmeyer de 500

mL.

6.5.2 Fermentacion en medio liquido.

Se prepar6 un volumen efectivo de trabajo (VET) de 20 mL en un erlenmeyer de 100 mL,
de medio NBRIP suplementado con fosfato tricalcico, fosfato de aluminio y roca fosforica
como fuente de fésforo insoluble (Anexo B), con un in6culo de 2 mL o 10% del VET y se
llevd a incubacion por 7 dias a 23°C £ 2 a 120 rpm. Este procedimiento se realizd por
cuadruplicado, evaluando produccién de biomasa, consumo de sustrato, fésforo soluble

liberado y pH durante los 7 dias de cultivo.

6.5.3 Medicién de biomasa por peso seco.

Se utilizaron tubos de centrifugado de 50 mL, y se llevaron a un horno de secado a 60°C
durante 24 horas. Se pesaron en una balanza analitica, registrando los datos con la
unidad de mg. Se tomé el volumen total de cultivo (20 mL) y se transfirié a tubos de 50 mL
secos y pesados, se centrifugaron 15 minutos a 5000 rpm. El sobrenadante fue
descartado y se realizaron tres lavados con solucion salina al 0.85%, posteriormente se
centrifugaron (5000 rpm por 15 min), descartando el sobrenadante. Se llevaron
nuevamente a un horno de secado a 60°C por tres dias, registrando el peso de los tubos
cada 24 horas, hasta peso seco constante (70, 71, 72). Este procedimiento se realizé por
cada réplica.

6.5.4 Consumo de sustrato.

Se evalu6 el consumo de glucosa mediante la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico DNS
(Anexo D) (73).

6.5.5 Cuantificacion del fésforo soluble liberado.

La cuantificacion del fosforo soluble se realizé mediante el procedimiento ya descrito en el
numeral 5.4.4 (Anexo C) (67).
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6.6 Cuantificacion de la actividad solubilizadora de fésforo bajo diferentes pH de

arranque.

6.6.1 Preparacion de inéculo.

Se realiz6 una reactivacion a partir de un vial del aislamiento T3A y se incub6 a 23°C + 2
por 7 dias. Posteriormente, se realiz6 una suspension de conidios u estructuras
reproductivas en tubo 16 x 150 mm tapa rosca con solucién salina al 0.85% y se preparé

un in6culo con concentracion de 1 x 107 conidios/mL u estructuras reproductivas.

6.6.2 Cuantificacién del fosforo soluble bajo diferentes pH de arranque.

A partir del in6culo se tomaron 160 L y se adicionaron a un erlenmeyer de 100 mL con
20 mL de medio NBRIP suplementado con fosfato tricalcico, fosfato de aluminio y roca
fosférica como fuente de fdsforo insoluble, evaluando un pH inicial de 4, 5, 6 y 8 para
cada uno de los medios de cultivo. La cuantificacion del fosforo soluble se realizo
mediante el procedimiento ya descrito en el numeral 5.4.4. (Anexo C). Este procedimiento

se realiz6 por cuadruplicado.

6.7 Identificaciobn de los &cidos organicos involucrados en el proceso de

solubilizacién mediante cromatografia de capa fina (TLC).

A partir del in6culo (preparado segun numeral 5.4.2) se tomaron 160 pL y se adicionaron
a un erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de medio NBRIP suplementado con fosfato
tricalcico y fosfato de aluminio como fuente de fésforo insoluble, se incubaron a 23°C + 2y
120 rpm durante 5 dias. Pasado el tiempo de incubacién cada muestra se centrifugé a
3000 rpm por 5 minutos, se tomo el sobrenadante y se filtr6 a través de una membrana de
0,22 uym. En placas de silica gel G/UV 254, se depositaron 10 pL de la muestra, se dejo
secar y se realiz6 el corrido con la fase movil acetona-agua-cloroformo-etanol-hidroxido
de amonio con relaciones 30:2:6:40:22. Las placas fueron reveladas con una solucién que
contenia 0,125 mg de rojo de metilo y 0,125 mg de azul de bromofenol en etanol al 70%,

finalmente, se procedid a obtener la relacion de frente (Rf) (74, 75, 76).
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6.8 Analisis de datos

A partir de cada experimento, se evalud la normalidad de los datos por medio de la
prueba de Shapiro-wilk y la homogeneidad de varianzas para definir la distribucién de los
datos.

El andlisis de varianza ANOVA y las pruebas post-hoc (prueba de Tukey), se llevaron a
cabo para determinar diferencias estadisticamente significativas de las mejores
actinobacterias solubilizadoras de fésforo de acuerdo a los resultados que arrojaron cada
una de las pruebas, los datos sometidos a este andlisis presentaron normalidad y
homogeneidad de varianzas, si este pardmetro no era cumplido los datos eran analizados
por Kruskal-Wallis que determinaba igual diferencias estadisticamente significativas. Asi
mismo, para determinar la relacién entre las pruebas cualitativas y cuantitativas y de la

solubilizacién del fosforo con el pH se emple6 el analisis de correlacion de Spearman (77).
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7. Resultados y Discusién
7.1 Aislamiento y caracterizaciéon morfolégica de las actinobacterias

A partir de las muestras de suelo tomadas de los diferentes puntos de muestreo
demarcados por el sistema de georeferenciacién, se realizé el mapa en el que se
observan claramente los puntos donde fueron obtenidos los aislamientos en las

localidades de Tota y Paipa en el departamento de Boyaca, Colombia.

Figura 2. Mapa de Colombia. Localizacion de cada uno de los puntos de muestreo en las

localidades de Tota y Paipa en el departamento de Boyaca

La tabla 1 muestra el numero total de actinobacterias aisladas de acuerdo a los puntos de

muestreo y algunos parametros del analisis de suelos en estos puntos.
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Tabla 1. Analisis de suelos y aislamiento de actinobacterias

Localidad Punto de | pH % % P Total P Disponible Numero de
Muestreo Humedad | C.O | (mg/kg) (mg/kg) Aislamientos
Tota T1 4,7 70 1,1 283 64,5 10
T3 53 73 1,9 766 313 7
P1 55 82 2,8 751 10,3 2
P2 5,6 84 14,1 890 15,1 6
Paipa P3 7,2 84 8,7 874 37,1 2
P4 50 82 2,0 267 9,9 1
P5 4,3 86 2,2 291 6,1 4

Se aislaron un total de 32 actinobacterias, 17 de estas pertenecientes a la localidad de
Tota y 15 a la localidad de Paipa, todos los aislamientos fueron codificados con base en la
localidad y el punto de muestreo del cual procedieron. Segun Kuster (1968) las
actinobacterias son consideradas uno de los grandes grupos presentes en el suelo, sin
embargo, la distribucion y actividad de estos microorganismos esta determinada por la
cantidad de nutrientes disponibles en el suelo tales como carbono organico total,
nitrégeno y fésforo, asi como por la ubicacion geografica, el tipo de suelo, la temperatura,
el pH, el contenido de materia organica, el cultivo, la aireacion y la humedad (78, 79, 80).

No se encontraron diferencias en la cantidad de aislamientos obtenidos a partir de las
localidades muestreadas, no obstante el nimero de actinobacterias recuperadas en
condiciones in vitro puede variar por diferentes factores ya sea del suelo o de la técnica
de aislamiento realizada. @De acuerdo a las caracteristicas fisico-quimicas que
presentaron los suelos muestreados (Anexo E), se observa que la mayoria de los puntos
presentaron pH &cido; segun lo reportado, se cree que suelos neutros a alcalinos
favorecen el crecimiento y desarrollo de estos microorganismos, sin embargo es posible
encontrar actinobacterias aciddéfilas y acido-tolerantes (81), estudios de distribucion de
estos microorganismos han demostrado que en suelos acidos es frecuente encontrar
actinobacterias siendo el género Streptomyces el mas dominante, seguido por
Micromonospora, Actinoplanes y Glycomyces, otros géneros como Actinomadura,
Dactylosporangium y Streptosporangium también han sido reportados, pero son mas
comunes en suelos alcalinos (80, 82, 83, 84). Otra propiedad importante en el desarrollo y
crecimiento de actinobacterias tiene que ver con los altos contenidos de materia organica
que favorecen la multiplicacion y actividad de estos microorganismos (5, 82), dadas estas

caracteristicas, es posible que la cantidad de aislamientos obtenidos estén relacionados
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con los bajos porcentajes de materia organica que presentaban los suelos en Tota y
Paipa; sin embargo, la cantidad obtenida a partir de estas dos zonas, presenta una
ventaja frente a estudios como los de Franco-Correa (2008) que aislé un total de 30
actinobacterias a partir de siete zonas de muestreo ubicadas en los departamentos de
Cundinamarca y Boyacé en Colombia (5). En cuanto a la humedad, las actinobacterias al
ser principalmente aerobias se desarrollan en suelos bien aireados, suelos con
humedades entre el 80 y 90 % pueden ser perjudiciales para el crecimiento de estos
microorganismos (5, 81), lo que explica posiblemente la cantidad de aislamientos que se
obtuvo en cada uno de los puntos muestreados de la localidad de Paipa. Considerando
los resultados obtenidos y dado que los suelos de Tota y Paipa presentaron
caracteristicas atipicas para el crecimiento y desarrollo de actinobacterias entre ellas pH
acido, grandes cantidades de aluminio y hierro, bajo contendido de nutrientes, es posible
aislar este tipo de microorganismos, lo que sugiere el enorme potencial biotecnolégico
gue pueden tener estos y que ha sido poco explorado en suelos tropicales como los de

Colombia.

En cuanto a la técnica de aislamiento cabe resaltar que el estudio de actinobacterias se
ha llevado a cabo tradicionalmente mediante técnicas dependientes de cultivo (85), dentro
de estas, el medio avena ha sido usado ampliamente en la recuperacién de
actinobacterias a partir de suelos, favoreciendo el crecimiento de estos microorganismos
al contener elementos facilmente asimilables, ademas de la presencia de vitaminas,
hierro, fésforo, calcio, magnesio y minerales que favorecen la esporulacion de las
actinobacterias (86). Por lo anterior, es un medio de cultivo estandar que favorece el
aislamiento de especies en su mayoria pertenecientes al género Streptomyces
permitiendo el estudio morfolégico de estas, este hecho se encuentra relacionado
directamente con que los Streptomycetes suelen ser el género mas comun encontrado en
suelos debido a que presentan tasas de crecimiento mas altas en medios de cultivo
sintéticos (87, 88, 89), lo que sugiere que probablemente la mayoria de los aislamientos
obtenidos pertenecen a este género. Es importante mencionar que esta metodologia de
aislamiento puede limitar la recuperacion de otros géneros de actinobacterias y que estos
podrian ser aislados mediante metodologias que incluyan una variedad de técnicas de
enriguecimiento combinadas con el uso de medios de cultivo suplementados con agentes
antimicrobianos (89). Otra de las limitantes, que presenta esta metodologia de

aislamiento, es que al usar un medio de cultivo no selectivo para el crecimiento de
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actinobacterias, estas presentan una desventaja competitiva que puede reducir la
densidad de los aislamientos al requerir un tiempo de incubacion mas largo comparado
con otros microorganismos que habitan el suelo (hongos, bacterias) y que también
pueden ser recuperados en este medio, por lo anterior, es necesario disefiar o usar otros
medios de cultivo que reduzcan el desarrollo de otros microorganismos competitivos sin

afectar el desarrollo de actinobacterias (89).

Durante y previo a los procesos de aislamiento y purificacion, los 32 aislamientos
obtenidos fueron caracterizados macroscopica y microscépicamente, los resultados de la
caracterizacion se encuentran en la Tabla 2 y Tabla 3, respectivamente. La
caracterizacion morfolégica permiti6 realizar la descripcibon de cada una de las
actinobacterias aisladas, sin embargo esta puede no ser adecuada para la diferenciacion
entre géneros (90); en cuanto a la caracterizacion microscopica esta confirmé que las
actinobacterias aisladas fueron Gram positivas, presentaron filamentos delgados,
ramificados, que se fragmentaban en unidades mas pequefias algunas de estas en
formacion de espiral, rectiflexible o retinaculiaperti al igual que conidios simples, dobles u
organizados en cadenas cortas o largas (5, 43, 87); la caracterizacion macroscoépica
evidencié que las actinobacterias aisladas presentaban colonias puntiformes que se
adherian fuerte al medio de cultivo, las texturas eran pulverulentas a secas, los colores de
las colonias mostraban en su mayoria tonalidades blancas, grises, cafés, amarillas,
naranjas y algunas presentaban produccién de pigmentos difusibles al medio, asi mismo,
la mayoria de aislamientos presentaron olor a suelo humedo caracteristico del género
Streptomyces Yy otras actinobacterias por la produccion del metabolito geosmina que le da

el olor caracteristico al suelo (87; 91).

Debido a que la taxonomia de actinobacterias es bastante compleja usando los métodos
tradicionales basados en la caracterizacién morfoldgica, es recomendable realizar andlisis
bioquimicos, quimiotaxonémicos o moleculares para dar un resultado mas acertado en el

género y especie de actinobacterias (43, 88, 92).
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Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas y microscOpicas de los aislamientos obtenidos en la

localidad de Tota en el departamento de Boyaca.

Macroscopia

Microscopia

T1A: Colonias pequefas blancas de aspecto
cremoso, se observa algo de conidiacion en el
centro, sin color en el reverso.

Bacteria filamentosa con micelio delgado y
tortuoso, se observa la presencia de conidios
ovalados.

T1B: Colonias grises oscuras puntiformes secas
y pulverulentas con pequefios puntos blancos,
de borde regular sin pigmentos y sin color en el

reverso.

Filamentos medianos delgados con formacién
no tortuosa, que se fragmentan formando
cadenas de conidios retinaculiaperti

Posible género: Streptomyces

T1C: Colonias pequefas secas, con una leve
coloracion café de borde irregular, sin colores
en el reverso ni pigmentos difusibles.

Micelio de filamentos delgados, con formacion
de conidios pequefios.

T1D: Colonias secas y blancas con conidiacion
blanca a partir del centro de borde regular sin
colores en el reverso ni pigmentos difusibles.

Filamentos delgados que se fragmentan en
conidios con forma redonda
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T1E: Colonias secas pulverulentas con alta
conidiacion de color blanco pero que se tornan
de color gris con el tiempo, sin pigmentos
difusibles ni color en el reverso.

Micelio de tamafio mediano, simple y no
tortuoso, con conidios redondos (en ocasiones
algo ovalados).

T1F: Colonias blancas secas, con una alta

conidiacion puede tomar un leve tono rojo,

puede producir exudados y el reverso de la
colonia muestra tono rojo.

Micelio delgado, no tortuoso que se desprende
en cadenas de conidios con formacion espiral,
los conidios son grandes ovalados.

Posible género: Streptomyces

T1G: Colonias puntiformes, con conidias en el
centro de color blanco. Pero que puede tomar
una coloracion amarillo quemado con el tiempo .
sin pigmentos difusibles.

Micelio delgado se puede observar algunas
formas bacilares y filamentos largos y una baja
precencia de conidios.
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T1H: Colonias secas blancas polverulentas con
borde regular y sin pigmentos difusibles ni
colores en el reverso.

Filamentos que pueden presentar una
formacion en su mayoria tortuosa, con cademas
largas de conidios formadas en espiral que
posteriormente se desprenden.

Posible género: Streptomyces sp.

T1l: Colonias Blancas de tamafio mediano, con
produccion de pigmetos difusibles de color rojo,
el cual tamben se evidencia al reverso de las
colonias pero algo mas opaco.

Los filamentos son delgados pero puede formar
conglomerados ( a modo de rizoides) por lo que
el micelio observa grueso, presenta un baja
formacion de conidios.

T1J: Colonias secas blancas con conidiacion
blanca que crece a partir del centro, sin
formacion de pigmentos o rasgos caracteristicos
al reverso.

Micelio delgado de filamentos largos que
forman ramificacionss, gran cantidad de
conidios grandes y redondos.
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Posible género: Streptomyces

T3A: colonias secas polverulentas de color
blanco crema, con el tiempo al parecer puede
tomar una coloracion oscura verde-grisacea. En
el reverso no tiene ninguna caracteristtica ni
produe pigmentos difusibles.

Se observan filamentos fragmentados de

tamafian mediano poco tortuosos, con baja

precencia de conidios, es posible observar
algunos bacilos.

T3B: Colonias blancas seca y pulverulentas de
crecimiento muy rapido y que se tornan de color
gris con el tiempo, de borde regular y sin
pigmentos.

De filamentos tortuosos, con formacionesde
cadenas de conidios en forma de espiral. Los

conidios son redondos.

F N
o™

Posible género: Streptomyces

T3C: Colonias blancas secas con conidiacion a
partir del cento de la colonia. Sin pigmentos
difusibles ni rasgos en el reverso.

Filamentos simples con baja produccion de
conidios, en algunas campos es posible

observar se fragmente en conidios de forma

bacilar.
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T3D: Colonias blancas cremosas con un poco
conidacion en el centro que con el tiempo toma
un leve color gris.

Filamentos simples y delgados en donde se
pueden observar conidios redondos algunos
levemente ovalados. Ramificacion verticilada.

—

T3F: Colonias cremosas pero que en el centro
presentan conidiacion de color blanco secoy
pulverulento, con el tiempo se tornan de color
cafe. Sin pigmetos difusibles ni rasgos en el
reverso .

Filamentos medianos poco fragmentados no

tortuosos, con baja presencia de conidios.

Posible género: Streptomyces

T3G: Colonias de color rosado, de borde irrgular
con alta esporulacion con pigmentos difusibles
al medio de color amarillo que con el tiempo se
torna rojo, el cual se observa en zonas masivas

y al reverso

Bacterias filamentosas medianas poco
fragmentadas y poco tortuosa, conidios
grandes, ovalados.
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T3H: Colonias secas con una leve esporulacion
blanca que se torna oscora grisacea, de bordes
regulares sin pigmentos difusibles ni rasgos
caracteristicos en el reverso

Filamentos largos delgados de formacion poco
tortuosa y sin fragmentar. Ramificacion
verticilada

| |

Tabla 3. Caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de los aislamientos obtenidos en la

localidad de Paipa en el departamento de Boyaca.

Macroscopia

Microscopia

P1B Colonias secas pulverulentas, anverso de
color blanco luego se tornan grises, con
pigmentos difusibles amarillos a naranjas.

Micelio delgado que se fragmenta en conidios
ovalados organizados en cadenas cortas.
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P1D Colonias pequefias, secas y pulverulentas
anverso de color blanco igual al reverso.

Filamentos no fragmentados de tamafio
mediano con conidios en forma bacilar.

P2E Colonias secas pulverulentas, de tamafio
mediano, anverso color gris pigmento difusible
color naranja a marrén.

Micelio de tamafio mediano que se fragmenta
en unidades de conidios ovalados en forma de
espiral.

P2J Colonia seca pulverulenta de color blanco
a gris, se observa la presencia de un pigmento
de tonos café.

Filamentos delgados, ramificados que se
fragmentan en conidios mas pequefios en
forma de espiral, los conidios son redondos.

Posible género: Streptomyces

P2K Colonia seca pulverulenta, anverso color
gris claro reverso marrén pigmento difusible al
medio color marron.

Filamentos de tamafio mediano, poco tortuoso,
se fragmenta en cadenas de conidios
rectiflexibles y de forma ovalada.
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P2M Colonias blancas secas pulverulentas, sin
color en el reverso ni presencia de pigmentos
difusibles.

Filamentos delgados fragmentados, formacion
de conidios ovalados.

P2Q Colonias grandes, blancas, secas y
pulverulentas con reverso de color naranja
palido.

Filamentos delgados, largos fragmentados en
cadenas de conidios que cuando se
desprenderse son grandes de forma redonda a
ovalada.

Posible género: Streptomyces

P2R Colonias de tamafio mediano, blancas
que se tornan a grises, secas Yy pulverulentas,
reverso de color amarillo pélido.

Micelio vegetativo no fragmentado que se
fragmenta en cadenas de conidios rectiflexibles
y que presentan formas ovaladas.
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P3C Colonias de color blanco a rosado algunas
con color negro en el centro.

Filamentos delgados ramificados, tortuosos
gue se fragmentan en unidades de conidios
ovalados grandes.

P3E Colonia seca y pulverulenta, anverso color
café oscuro con conidiacién de color blanco,
reverso café, sin pigmentos difusibles.

Micelio delgado, ramificado, tortuoso con gran

cantidad de conidios organizados en cadena y

formando espirales, conidios al desprenderse
de forma redonda.

Posible género: Streptomyces

P4A Colonia seca, pulverulenta anverso color
blanco algunas colonias con centro color
amarillo quemado, reverso color amarillo

guemado tornando a café.

Filamentos, delgados largos con aparentes
cadenas de conidios rectiflexibles, conidios al
desprenderse grandes y redondos.

P5B Colonias secas pulverulentas de color gris
claro con blanco, reverso marrén oscuro,

Filamentos delgados, largos y ramificados que
se fragmentan en conidios de forma ovalada a
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pigmento difusible al medio de igual color.

P5C Colonias de color gris claro con blanco,
secas Yy pulverulentas que presenta tamafio

mediano a grande, reverso color cremay sin
presencia de pigmentos difusibles en el medio

Micelio vegetativo, delgado, no tortuoso y no
fragmentado se observan conidios ovalados
formando cadena cortas

P5D Colonia seca, pulverulenta de color blanco
tornando a gris algunas con centro color negro,

presencia de pigmento difusible en el medio de
color marron.

Filamentos delgados, largos con
fragmentaciones que dan lugar a conidios, los
cuales al desprenderse presentan forma
ovalada a redonda. Algunas cadenas de
conidios con formacion en espiral.

P5F Colonias grandes, secas y pulverulentas,
color gris claro sin color en el reverso ni
presencia de pigmentos difusibles.

Micelio delgado, no fragmentado, se observan
conidios redondos, organizados en cadenas

cortas.

Posible género: Streptomyces
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Indice de solubilizacién (IS)

e

7.2 Evaluacion de las pruebas cualitativas para la seleccion de actinobacterias

solubilizadoras de fésforo

Posterior a la caracterizacion morfoldgica se procedieron a evaluar los 32 aislamientos
como fosfato solubilizadores empleando dos pruebas cualitativas (sélida y liquida). Los
resultados de la evaluacién cualitativa en medio sélido se encuentran en la Figura 3, a

continuacion.
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Aislamientos evaluados

Figura 3. Resultados de la evaluacién cualitativa en medio sélido SMRS-1. El eje (X)
representa los aislamientos evaluados. El eje (y) representa el indice de solubilizacién (IS) arrojado
por cada uno de estos.

Resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al andlisis
estadistico Kruskal- Wallis.
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La prueba cualitativa en medio sélido SMRS-1 es una metodologia de screening donde
los microorganismos fosfato solubilizadores producen un halo de aclaramiento alrededor
de la colonia debido a la solubilizacion del fosfato tricalcico y un cambio de color en el
medio por el viraje del indicador de pH debido a la produccién de &cidos organicos. La
estimacion del indice de solubilizacion (IS) en el medio SMRS-1 mostré el desarrollo de
una zona de aclaramiento alrededor de la colonias y la acidificacion, las mediciones
oscilaron entre 0,1 y 4,65 (IS) y los resultados estadisticos permitieron diferenciar cuatro
grupos donde los aislamientos: MCR24 (Control positivo), T3F y T1A presentaron los
indices de solubilizacibn méas altos 4,65, 3,95 y 3,65 respectivamente. Son pocos los
estudios de actinobacterias como solubilizadoras de fésforo, sin embargo Franco et al.
(2010) evaluaron la solubilizaciéon de fésforo inorganico en medio Pikovskaya y SMRS-1
por parte de actinobacterias, encontrando que estos microorganismos tienen la habilidad
de solubilizar fésforo a partir de estos medios lo que fue confirmado durante el desarrollo
de este ensayo (14). Los resultados encontrados sugieren buenas actividades de
solubilizacién de fésforo por parte de las actinobacterias, al ser comparados con otros
estudios como los de Kumar y Narula (1999) quienes evaluaron esta prueba en cepas de
Azotobacter chroococcum, aisladas de rizosfera de trigo y encontraron un valor maximo
de solubilizacion de 2,3 (IS) (2). Asi mismo Alam et al. (2002) evaluaron bacterias no
filamentosas, encontrando que estas presentaban un valor de solubilizacion (IS) de 3,29
(93). Esta primera observacion, permiti6 demostrar la existencia de actinobacterias

solubilizadoras de fosforo pertenecientes en su mayoria a la localidad de Tota.

Por otra parte, gran parte de los aislamientos de la localidad de Paipa no presentaron
actividad solubilizadora de fésforo mediante esta prueba, con excepcién del aislamiento
P2K que presentdé un indice de solubilizacion de 2,15, sin embargo, muchos de los
aislamientos que mostraron una actividad negativa eran capaces de acidificar el medio de
cultivo, esto se observo por el viraje del indicador de pH purpura de bromocresol, pero a
diferencia de los aislamientos positivos no evidenciaban la formacién de un halo de
aclaramiento alrededor de las colonias, este resultado concuerda con Alam et al. (2002) y
posiblemente se debe a la produccion de &cidos organicos por el consumo de glucosa,

pero no a la solubilizacién del fosfato tricalcico (93).
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Para confirmar la existencia de actinobacterias solubilizadoras de fésforo, se evalué una
segunda prueba cualitativa en medio liquido NBRIP- BPB. Los resultados del screening
de los 32 aislamientos de las localidades de Tota y Paipa y los controles (control positivo
MCR24, control negativo MCR26) se encuentran en la Figura 4, donde se determiné el
cambio en el valor de la absorbancia por la decoloracion del indicador de pH BPB (Anexo
G).

MCR24
MCR26

Aislamientos evaluados

Figura 4. Resultados de la evaluacion cualitativa en medio liqguido NBRIP-BPB. El eje (x)
representa los aislamientos evaluados. El eje (y) representa el cambio de absorbancia (600 nm)
producto de la decoloracion del medio NBRIP-BPB.

Resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al analisis

estadistico Kruskal- Wallis.
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Los resultados de la metodologia disefiada por Mehta y Nautiyal (2001) muestran cambio
de absorbancia a 600 nm en los 32 aislamientos evaluados. En efecto, algunos
aislamientos no mostraron diferencias significativas en el cambio de absorbancia mientras
que otros como MCR24 (control positivo) y T3C mostraron unidades de absorbancia
mayores o iguales a 1,5, valor reportado por Pérez et al. (2007) como suficiente para
seleccionar cepas con buena capacidad solubilizadora de fosforo y emplearlas en
ensayos posteriores (66). Por otro lado, muchos de los aislamientos de la localidad de
Paipa que habian sido designados como negativos en la prueba sélida (Figura 2),
presentaban solubilizacion de fésforo debido al descenso de pH y la decoloracién del
medio NBRIP, este hecho, revel6 que los resultados entre la deteccion del halo de
aclaramiento en medio sélido y la solubilizacion de fésforo en medio liquido eran
contradictorios, lo que concuerda con lo reportado por Rashid et al. (2004) y Pérez et al.
(2007) (66, 94) ; la fiabilidad de este método ha sido ampliamente cuestionada ya que
muchas de las cepas que no muestran un halo de aclaramiento en medio sélido podrian
solubilizar fésforo en medio liquido, esto posiblemente porque en el medio sélido se
dificulta la difusion de los acidos organicos liberados por los microorganismos para
solubilizar fosforo (95) adicional a esto, se ha estudiado que la solubilizacion de fosforo
incrementa con la ausencia de extracto de levadura presente en el medio SMRS-1 pero
no en NBRIP) lo que probablemente tampoco permitié evidenciar una buena actividad
solubilizadora de fésforo en medio sélido (Anexo B) (65, 96).

Los resultados obtenidos pusieron en duda la sensibilidad y credibilidad de las pruebas
para la seleccion de microorganismos solubilizadores de fésforo, por lo que se decidi6
cuantificar el fésforo soluble liberado por los aislamientos de Tota, ya que estos habian
mostrado las mejores actividades solubilizadoras de fésforo y posteriormente, comparar

los resultados encontrados con un analisis de correlacion entre las pruebas.

7.3 Cuantificacién de la actividad solubilizadora de fésforo In vitro

La Figura 5 muestra los resultados de cuantificacion de fésforo soluble en los aislamientos
de la localidad de Tota con fosfato tricalcico (Cas(PO,),) como fuente insoluble de fésforo
(Anexo H).
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Figura 5. Resultados de la evaluacién cuantitativa con fosfato tricalcico (Caz(PO,), =5 g-L'l)
como fuente insoluble de fésforo. Las barras representan la cantidad de fésforo soluble
liberado, los circulos representan el valor del pH en el medio de cultivo después del tiempo de
incubacion. Resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo

al andlisis estadistico Kruskal- Wallis.

Como se observa en la figura 5, la evaluacion cuantitativa de solubilizacién de fésforo
evaluada por el método de fosfomolibdeno, muestra claramente que los aislamientos
MCR24 (Control positivo), T1C, T1H, T3A y T3C presentan los valores més altos de
solubilizacién (entre 437,2 y 512,7 mg-L?). Estos resultados fueron mayores a los
obtenidos por El-tarabily et al. (2006) quienes evaluaron la capacidad solubilizadora de
fosforo de Micromonospora endolithica, Actinoplanes sp. y Streptosporangium sp. y por
Gupta et al. (2010) con Streptomyces sp., no obstante, los valores obtenidos coinciden
con los ensayos realizados por Chen et al. (2006) que evaluaron esta actividad en

actinobacterias pertenecientes a los géneros de Rhodococcus sp. y Arthrobacter sp. los
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cuales presentaron actividades de 186,9 y 519,7 mgP-L™*, respectivamente (10, 61, 97).
Otros reportes, sugieren que las actinobacterias aisladas presentan buena solubilizacién
con cantidades de fosforo soluble que igualan o superan a las producidas por bacterias no
filamentosas como Burkholderia cepacia, B. vietnamiensis, Pseudomonas, Bacillus y otras
pertenecientes a la familia Enterobacteriacea, conocidas ampliamente por su capacidad
solubilizadora de fésforo y porque generalmente son propuestas para el disefio de
bioinoculantes (26, 66, 98, 99).

Aunque diferentes mecanismos de solubilizacion de fosforo pueden ser llevados a cabo,
el principal se da por la producciéon de acidos organicos (56). Un cambio significativo en el
valor de pH de los mejores aislamientos (MCR24, T1C, T1H, T3Ay T3C) se evidenci6 en
la Figura 5 con la solubilizacion de fosfato tricalcico, sugiriendo la produccion de acidos
organicos por parte de las actinobacterias, este hecho era de esperarse gracias a la
presencia de glucosa en los medios de cultivo y que es metabolizada por actinobacterias
via Embden-Meyerhof-Parnas donde se producen H*, piruvato y ATP (100).

Los coeficientes de correlacion de Spearman arrojaron valores significativos (p< 0,05),
estos resultados permitieron observar que existia una correlacién negativa (r= -0,343)
(Anexo M) entre el pH vy el fésforo solubilizado, sugiriendo que la caida del valor de pH
estaba asociado con los niveles més altos de solubilizacion de fésforo, resultados
similares son reportados por Banerjee et al. (2010), Alam et al. (2002) y Chen et al. (2006)
(49, 61, 93, 101). Considerando estos resultados y al ser comparados con otros ensayos
en actinobacterias, es posible que la liberacidon de acidos organicos sea el mecanismo
mas importante de solubilizacion llevado a cabo por estos aislamientos (10), contrario a
otros estudios en los que las actinobacterias no mostraron acidificacién en el medio de
cultivo, mencionando que los procesos de solubilizacién no son llevados a cabo por
acidos organicos sino por otro tipo de sustancias que actiGan como quelantes y que

alcalinizan el medio de cultivo (6, 31).

Es importante sefalar, que no todos los aislamientos que presentaron cambios
significativos en el pH arrojaban valores altos de solubilizacién, un ejemplo de ello fueron
los aislamientos T1A, T1F y T3G que mostraron valores de pH alrededor de 4,0 pero en
los que no fueron observadas altas cantidades de fosforo soluble. En tal caso, se dice que
la solubilizacion de fosforo llevada a cabo por &cidos organicos, depende de las

propiedades de disociacion y el nimero de grupos hidroxilo y carboxilo que estos tengan
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(27) asi como de la presencia de genes implicados en la biosintesis del cofactor
pirroquinolina quinona (PQQ) que permiten la expresion del fenotipo solubilizador de
fésforo (60), lo que plantea el estudio de estos mecanismos genéticos en actinobacterias.
Otros autores, reportan la capacidad de algunos microorganismos de acumular fosfatos
que emplean en la biosintesis de diversos componentes celulares incluyendo acidos
nucleicos, proteinas y fosfolipidos (6, 93, 101) asi que posiblemente gran cantidad de los
fosfatos liberados fueron acumulados por parte de las actinobacterias, en caso contrario
se podrian usar estos microorganismos en procesos de biorremediacion removiendo
fésforo de zonas donde se estén llevando a cabo procesos de eutrofizacion (101). Si bien
es cierto, que la produccién de &cidos organicos es un mecanismo importante en la
solubilizacién, no es el Unico responsable de estas actividades por lo que es importante

gque estas sean evaluadas en las actinobacterias aisladas (61, 102).

En cuanto a los analisis de correlacion de Spearman para verificar la sensibilidad de las
metodologias de screening (Anexo N), es decir cual de las dos pruebas cualitativas se
relacionaba mas con la cuantitativa, se encontraron valores significativos (p< 0,05) en las
dos pruebas, expresando que las dos se veian relacionadas con la prueba cuantitativa,
sin embargo es la prueba cualitativa liquida la que se encuentra mas relacionada con la
cuantitativa, con un coeficiente de correlacion de 0,635, a diferencia de la sélida que
presenta un coeficiente de 0,313, resultados similares son expuestos por Rodriguez y
Fraga et al. (1999), Mehta y Nautiyal (2001), Pérez et al. (2007) y Hui et al. (2010),
quienes concluyen que esta metodologia es bastante fiable y rapida para la seleccién de

microorganismos fosfato solubilizadores (4, 65, 66, 99).

Posteriormente, se realiz6 la cuantificacion de fésforo soluble en los aislamientos de Tota
con fosfato de aluminio (AIPO,) como fuente de fésforo insoluble, esto con el fin de

evaluar otras fuentes de fésforo insolubles. Los resultados se muestran a continuacion.
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Figura 6. Resultados de la evaluacién cuantitativa con fosfato de aluminio (AIPO, 1g-L™)
como fuente insoluble de fésforo. Las barras representan la cantidad de fésforo soluble liberado,
los circulos representan el valor del pH en el medio de cultivo después del tiempo de incubacion.

Resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al andlisis

estadistico Kruskal- Wallis.

La existencia de microorganismos capaces de solubilizar distintas formas de fosfato de
calcio han sido reportados, sin embargo, pocos estudios investigan la solubilizacién de
otros fosfatos como AIPO, y FePO, (Banerjee et al., 2010), caracteristicas que causan
baja fertilidad en suelos &cidos como los del pais (Rengel y Marschenner, 2005; Burbano,
2010), en este caso los aislamientos de Tota fueron evaluados bajo AIPO, como se
observa en la Figura 6. Los aislamientos T1J y T3A mostraron una alta actividad
solubilizadora de fésforo (23,4 mgP-L™"y 24,9 mgP-L™ respectivamente) en comparacion
con los otros aislamientos evaluados. Resultados similares fueron encontrados por
Delvasto et al. (2006), Pérez et al. (2007), Song et al. (2008) y Park et al. (2010) los
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cuales mostraron que los microorganismos evaluados fueron eficaces en la solubilizacién
de Ca3(PO,), pero no de AIPO,; este hecho también fue evidenciado en este ensayo, ya
que la solubilizacion del fosforo a partir de AIPO, se produjo en menor medida comparado
con la cantidad de fosforo liberado a partir de Cas(PO,), (Figura 3) (26, 53, 66, 103).
Algunos autores sefialan que el fésforo soluble liberado a partir de AIPO, pueden
aumentar el nivel de toxicidad de AI"® en solucién y que esto podria explicar la supresion
de la actividad solubilizadora de fésforo que se observa en este medio (8). No obstante,
es importante aclarar que en los suelos el comportamiento es diferente; se encuentra
reportado que las actinobacterias y otros microorganismos son capaces de crecer y
desarrollarse en estas condiciones de estrés liberando &cidos organicos que forman
complejos con los metales (Hierro y Aluminio) y de esta forma disminuir la toxicidad del
metal (104, 105).

Los resultados también evidenciaron una reduccién mayor en el pH del medio con AIPO,
que con Caz(POy), , ya que estos se encontraron en un rango de 2,2 a 4,2 (Figura 3 y
Figura 4), en este caso, los aislamientos que presentaron las mejores actividades de
solubilizacién exhibieron valores bajos de pH, lo que fue confirmado con el andlisis de
correlacion de Spearman que mostré una correlacion negativa fuerte (r= - 0,755; p< 0,05)
entre el pH y la cantidad de fdsforo soluble liberado (Anexo M), sin embargo, es
importante sefialar que la mayoria de aislamientos presentaron un pH &cido en el medio
de cultivo, lo que no significd en todos los casos una alta solubilizacién de AIPO,; esto
indica que posiblemente la produccion de &cidos organicos se esta llevando a cabo por
parte de las actinobacterias, pero que la habilidad para quelar cationes como el Aluminio
puede depender directamente del numero de grupos hidroxilo que estos tengan (56, 106),
en consecuencia, otros autores indican que la produccidon de &cidos organicos es un
mecanismo importante pero no el mas eficaz en el proceso de solubilizacion de AIPO, y
que posiblemente este sea llevado a cabo por otros procesos como la liberacion de H*
producto de la asimilacién de NH;" o la accién sinérgica de varios &cidos organicos. Los
resultados también exponen, la alta estabilidad que presenta el complejo AIPO, con

respecto a Cas(PO,),, el cual fue facilmente solubilizado (56, 105, 107).

Los resultados del andlisis de correlacion de Spearman entre la prueba cuantitativa con
fosfato tricalcico y fosfato de aluminio (Anexo O) mostraron que no existia correlacion

entre estas. Lo anterior, sugiere que metodologias de screening convencionales para la
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seleccidn o confirmacion de microorganismos solubilizadores de fosfatos, estan basadas
generalmente en el uso de Caz(PO,),, generando resultados equivocos debido a que no
todos los microorganismos que presentan porcentajes altos de solubilizacion con esta
fuente de fésforo muestran los mismos resultados con fuentes dificiles de solubilizar como
AIPO, y FePO, comunmente encontradas en suelos acidos como los de Colombia (22,
66).

De acuerdo a los resultados obtenidos, el aislamiento T3A fue el Unico que presentd una
actividad significativa en la solubilizacion de Caz(PO,), y AIPO4 por lo que fue
seleccionado para posteriores ensayos.
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7.4 Curva de crecimiento con T3A bajo diferentes fuentes de fésforo insoluble

En las Figuras 7, 8 y 9, se encuentra el comportamiento que present6 el aislamiento T3A
bajo tres fuentes de fdsforo insoluble (fosfato tricalcico (Cas(PO,),), fosfato de aluminio

(AIPO,) y roca fosforica) que fueron evaluadas durante seis dias.
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Figura 7. Comportamiento del aislamiento T3A bajo fosfato tricalcico (Caz(PO,),) como
fuente de fosforo insoluble. El eje (x) representa el tiempo de evaluacion (6 dias). El eje (y)
izquierdo representa la cantidad de fésforo soluble liberado (mg-L™) y el pH. El eje (y) derecho

representa la cantidad de biomasa producida (g-L"l) y el sustrato residual (g-L'l).

Los resultados obtenidos durante la curva de crecimiento del aislamiento T3A bajo
Ca3(P0O,), mostraron que el fosforo soluble alcanza un valor méaximo de 122,9 mgP-L™* en
el cuarto dia de cultivo, donde se presentd el valor mas bajo de pH (4,05) debido a la
liberacion de acidos orgénicos por la degradacion de la glucosa presente en el medio de
cultivo (41). Adicionalmente, el comportamiento de la glucosa presenta una disminucion
rapida (8,22 a 3,21 g-L™) los primeros cuatro dias y luego decrece lentamente, este

comportamiento se presenta en simultdneo con la disminucion de la cantidad de fésforo
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soluble (78,7 mgP-L™) y con un aumento significativo en la biomasa (1,2 a 2,2 g-L™), que
ocurre posiblemente porque el microorganismo al encontrarse en fase exponencial
requiere un mayor consumo de nutrientes esenciales que pueden ser limitantes en el
medio de cultivo (en este caso el fésforo) y que probablemente acumula en forma de
biomasa (5, 19, 101).

Los resultados del comportamiento del aislamiento T3A bajo fosfato de aluminio se
encuentran a continuacion en la figura 8.
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Figura 8. Comportamiento del aislamiento T3A bajo fosfato de aluminio (AIPO,4) como fuente
de fosforo insoluble. El eje (x) representa el tiempo de evaluacién (6 dias). El eje (y) izquierdo
representa la cantidad de fésforo soluble liberado (mg-L™) y el pH. El eje (y) derecho representa la

cantidad de biomasa producida (g-L'l) y el sustrato residual (g-L'l).

En la Figura 8 se observa que la cantidad méaxima de fésforo soluble liberado (14 mgP-L™)
se alcanza al dia 5 de incubacion; las cantidades bajas de fosforo soluble que fueron
liberadas, el tiempo en el que son alcanzadas y las tasas de crecimiento de T3A con

respecto al fosfato tricalcico (Figura 7) sugieren nuevamente que la solubilizacion del
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fosfato de aluminio es mas dificil debido a la estabilidad del complejo y que este elemento
puede ser toxico para el crecimiento del microrganismo afectando la solubilizacién (8, 56).
En este caso, se visualiza que el pH decrece progresivamente desde el momento de la
inoculacion del microorganismo, esto se debe posiblemente a la liberacion de iones Al
por los procesos de agitacion en los que se lleva a cabo el ensayo. Es importante
mencionar que aunque el pH era cercano a 3 en el dia 2 de crecimiento, solo se
evidenciaron cantidades significativas de fésforo soluble a partir del dia 3, tiempo en el
que la glucosa es consumida y paralelamente se pueden estar generando acidos
organicos responsables del proceso de solubilizacion.

La Figura 9 expone el comportamiento del aislamiento T3A usando como fuente de
fésforo insoluble roca fosférica.
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Figura 9. Comportamiento del aislamiento T3A bajo roca fosférica (0,5 g-L™") como fuente de
fosforo insoluble. El eje (x) representa el tiempo de evaluacién (6 dias). El eje (y) izquierdo
representa la cantidad de fésforo soluble liberado (mg-L"l) y el pH. El eje (y) derecho representa la

cantidad de biomasa producida (g-L'l) y el sustrato residual (g-L'l).
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Los resultados observados durante el comportamiento del aislamiento T3A bajo esta
fuente muestran que el valor maximo de fosforo soluble fue obtenido al dia 4 de
crecimiento alcanzando una concentracion de 19,6 mgP-L™, estos resultados demostraron
la presencia de actinobacterias solubilizadoras de roca fosforica y son comparables con lo
reportado por Hamdali et al. (2008), que investigaron la solubilizacién de diferentes tipos
de rocas fosféricas en aislamientos de Streptomyces spp., las cuales liberaban cantidades
de fésforo soluble en un rango de 8,34 a 29,67 mgP-L™, contrario a lo encontrado por los
autores, se observd la acidificacion del medio, producto de la liberacion de acidos
orgénicos por el consumo del sustrato, esto indica que posiblemente sea el mecanismo de
solubilizacién que se esté llevando a cabo para solubilizar roca fosférica, sin embargo
estos resultados pueden variar con el tipo de roca, la fisiologia del aislamiento y las
condiciones de cultivo (6, 108). Finalmente, el consumo de glucosa no pudo ser
determinado debido a que las rocas fosfdricas pueden tener silicatos, diversas formas de
fésforo u otro tipo de compuestos dentro de su composicién, los cuales pueden interferir

en la de medicién de azlcares reductores (109).
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7.5 Cuantificacion del fosforo soluble en aislamiento T3A bajo diferentes pH de

arranque.

La actividad solubilizadora de fésforo para el aislamiento T3A fue evaluada bajo diferentes

condiciones de pH (4, 5, 6 y 8), los resultados se encuentran a continuacion:
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Figura 10. Cuantificacién de fésforo soluble evaluando diferentes pH de arranque
con fosfato tricalcico (Cas(PO.),= 5 g-L™) como fuente insoluble de fésforo. El eje (x)
representa el valor del pH evaluado (4, 5, 6 y 8). El eje (y) representa la cantidad de
fosforo soluble liberado (mg-L™). Resultados con letras distintas son significativamente

diferentes (p<0,05) de acuerdo al analisis Kruskal-wallis.

La Figura 10 muestra los resultados de la solubilizacién de fosfato tricalcico por parte de
T3A evaluada bajo diferentes condiciones de pH. Los resultados obtenidos revelan que la
solubilizacién de fésforo en pH 4 se ve afectada negativamente en comparacion con los
otros pH evaluados, esto se debe posiblemente porque al adicionarse acido para ajustar
el pH del medio, este puede estar llevando a cabo el proceso de solubilizacién, por tal

motivo al inocular el microrganismo no hay formas insolubles de fosforo para que
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desarrolle su actividad. Estos resultados no concordaron con lo encontrado por Park et al.
(2010), los cuales evaluaron la actividad 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 fésforo sino que son los &cidos orgénicos producidos por los
microorganismos, los que tienen esta capacidad y que su alcance depende del tipo de
acido organico asi como del tipo de suelo (26). Adicional a esto, es posible observar que
el aislamiento T3A continua presentando una buena actividad solubilizadora de fésforo en
los otros pH evaluados (5, 6 y 8), siendo esta una caracteristica importante, teniendo en
cuenta que muchos de los suelos de uso agricola del pais presentan pH &cido (22)
(Anexo D).
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Figura 11. Cuantificacion de fésforo soluble evaluando diferentes pH de arranque con
fosfato de aluminio (AIPO4= 1g-L'1) como fuente insoluble de fésforo El eje (x) representa el
valor del pH evaluado (4, 5, 6 y 8). El eje (y) representa la cantidad de fosforo soluble liberado
(mg-L'l). Resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al

andlisis de varianza (ANOVA).
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La Figura 11 muestra los resultados obtenidos de la solubilizacion de fosforo del
aislamiento T3A evaluada bajo diferentes pH. En este caso, se observa que apH 4y 5 se
favorece la solubilizacion de fosforo, no obstante las concentraciones alcanzadas fueron
bajas (0,72 y 1,36 mgP-L™ respectivamente), esto se debe probablemente a que los
fosfatos de aluminio en soluciones acuosas presentan una solubilidad minima a pH altos,
asi que cuando los pH decrecen la solubilidad del fésforo tiende a incrementar, facilitando
la disponibilidad del compuesto para que el microrganismo libere las formas solubles (56,
110). Sin embargo esta condicidon de ensayo in vitro puede generar resultados diferentes
en evaluaciones in vivo, debido a que el fésforo se encuentra en una matriz diferente, lo
que influye en su movilidad generandose otros procesos como inmovilizacion, adsorcion o

precipitacion.
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Figura 12. Cuantificacion de fésforo soluble evaluando diferentes pH de arranque con roca
fosférica (0,5 g-L™) como fuente insoluble de fésforo El eje (x) representa el valor del pH
evaluado (4, 5, 6 y 8). El eje (y) representa la cantidad de fésforo soluble liberado (mg-L™).
Resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al analisis de
varianza (ANOVA).
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La Figura 12 muestra los resultados de solubilizacién de fésforo del aislamiento T3A
evaluado bajo diferentes pH. En este caso se observa una disminucion en las cantidades
de fésforo soluble liberado cuando el aislamiento se encuentra en pH 4, estos resultados
presentan una tendencia similar a la investigacion realizada por Vyas et al. (2006), los
cuales evaluaron la solubilizaciéon de roca fosférica en Eupenicillium parvum, demostrando
que a medida que el microrganismo se somete a una condicion de estrés (en este caso
pH bajo), se reduce la actividad solubilizadora de fésforo (111). Adicional a esto, las
diferencias presentadas en los resultados de esta figura pueden atribuirse a las
caracteristicas, composicion y diversas formas de fésforo (solubles e insolubles) que
pueden presentarse en las rocas fosforicas, teniendo en cuenta que al variar el pH estas
pueden reaccionar de forma diferente influyendo en la solubilidad (112, 113). Dado que
las caracteristicas de las rocas fosforicas pueden variar dependiendo su tipo, no es claro
en que pH se puede establecer la mejor actividad solubilizadora de fésforo, sin embargo
los resultados obtenidos demuestran la eficiencia del aislamiento T3A para actuar sobre

enmiendas de uso tradicional como las rocas fosforicas bajo un rango amplio de pH.

7.6 Identificacibn de los acidos organicos involucrados en el proceso de

solubilizacién por cromatografia de capa fina (TLC).

Aunque diferentes mecanismos de solubilizacién pueden ser llevados a cabo, el principal
es a través de la produccion de acidos organicos; una disminucién del pH en los medios
de cultivo que contienen fuentes de fésforo insolubles sugieren la liberacion de estos por
parte de los microorganismos (48, 114). El método de cromatografia de capa fina fue
explorado para confirmar la presencia de &cidos organicos producidos por las

actinobacterias en los medios de cultivo.

La figura 13 muestra la separacion del patron de seis acidos organicos, la mezcla de
acidos, y los controles negativos (Agua y medio NBRIP sin inocular) en placas de silica
gel F-254. El cromatograma del &cido glucénico mostré la presencia de una mancha azul,
los cromatogramas del &cido citrico, lactico, mélico y succinico evidenciaron la formacion
de manchas naranjas mientras que el cromatograma del acido férmico se observé con
una mancha morada de mayor tamafio. En el caso de la mezcla de &cidos, el &cido
férmico aparece como una mancha morada de tamafio similar al que present6 al correr de

forma individual, los demas acidos se presentan como manchas moradas de menor
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tamafo, esto posiblemente dado porque al mezclarse dan lugar a compuestos con
caracteristicas diferentes a las iniciales (115). Adicional a esto, los datos mostraron que
los Rf de los &cidos orgénicos diferian uno del otro permitiendo su identificacion (Tabla 4).

Figura 13. Separacion del patrén de acidos organicos en placas de silica gel F-254; placa de
TLC de 10 x 10 cm. (A) Acido glucénico, (B) Acido citrico, (C) Acido lactico, (D) Acido Malico, (E)

Acido succinico, (F) Acido férmico, (G) Mezcla de &cidos, (H) Agua, (1) Medio NBRIP sin inocular.

Tabla 4. Valores de Rf y deteccidn de color del patron de &cidos organicos

Posicién Muestra Rf Color
A Acido Glucoénico 0,03 Azul cielo
B Acido Citrico 0,02 Naranja
C Acido Léctico 0,34 Naranja
D Acido Malico 0,16 Naranja
E Acido Succinico 0,27 Morado
F Acido Férmico 0,58 Morado
G Mezcla de S=0,54 Morado

acidos M= 0,29
1=0,08
H Agua - -
| Medio NBRIP - -
sin inocular

(S) Rf punto superior, (M) Rf punto medio, (I) Rf punto inferior
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La evaluacién por TLC de los &cidos orgénicos incluyendo la mezcla del patron,
producidos por los aislamientos de Tota en medio NBRIP con fosfato tricalcico y fosfato

de aluminio como fuentes de fdsforo insolubles se encuentran a continuacion en la Figura

14 y 15, respetivamente.

Figura 14. Analisis TLC de acidos orgéanicos producidos por los aislamientos de la localidad

de Tota en medio NBRIP con fosfato tricalcico.

Figura 15. Analisis TLC de &cidos organicos producidos por los aislamientos de la localidad

de Tota en medio NBRIP con fosfato de aluminio.
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La presencia de acidos organicos no pudo ser detectada o distinguida en ninguno de los
aislamientos evaluados bajo las dos fuentes de fésforo insoluble, en los dos casos se
observé la presencia de manchas azules muy tenues, sin embargo estas mismas
manchas se obtuvieron en el medio NBRIP sin inocular, por lo que no se pudo atribuir a la
presencia de acidos organicos. Los resultados obtenidos, pueden ser explicados por las
bajas concentraciones en las que pudieron estar presentes los acidos en los medios de
cultivo al encontrarse diluidos, por lo que es recomendable concentrar las muestras para
posteriores ensayos. Las bajas concentraciones, también pudieron influir en la deteccion
de los acidos orgéanicos en las placas de TLC, se encuentra reportado que el fondo del
revelador, una solucién de rojo de metilo y azul de bromofenol en etanol, solo tiene una

intensidad de color que es relativa a la cantidad de 4cido presente (75).

Por lo tanto, si la cantidad de acidos organicos producidos por las actinobacterias en los
medios de cultivo se encontraba en concentraciones menores a las evaluadas con el
patrén de acidos organicos (Figura 13), no era posible evidenciar manchas o puntos
definidos en las placas de silica gel. En consecuencia, se decidié evaluar el limite de
detecciébn de los acidos organicos bajo esta metodologia (datos no mostrados)
encontrando que es posible que los acidos organicos presentes en las muestras se

encuentren en concentraciones menores a 10 mg-L™.

Segun varios reportes la presencia de acidos organicos ha sido detectada en su mayoria
mediante cromatografia de alta eficiencia (HPLC) (26, 28) incluso se han identificado
mediante cromatografia de gases (Vasquez et al., 2002). Sin embargo, pocos son los
reportes de la deteccidon en papel o mediante TLC (66) de acuerdo a esto, Kraker y
Bursch (1973) mencionan que la separacion de los acidos organicos presentes en
mezclas dificiimente puede ser llevada a cabo, por lo anterior se propone que para

posteriores ensayos los acidos organicos sean identificados por HPLC (116).
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8. CONCLUSIONES

Los 32 aislamientos obtenidos de suelos rizosfericos en el departamento de Boyaca,
sugieren que el desarrollo de actinobacterias también se puede dar bajo condiciones de

pH &cido, variedad de texturas y bajos contenidos de materia organica en el suelo.

Las correlaciones estadisticas permitieron demostrar que la prueba cualitativa sélida no
siempre evidencia los aislamientos con buena capacidad solubilizadora de fosforo, por el
contrario, el andlisis cuantitativo se correlaciona mejor con la prueba cualitativa liquida,
indicando que esta metodologia resulta ser mas eficiente para la seleccion o confirmacion

de microorganismos solubilizadores de fosfato.

Las pruebas cualitativas llevadas a cabo para la seleccion de microorganismos fosfato
solubilizadores y que estan basadas en el uso de fosfato tricalcico, permitieron evidenciar
que la evaluacion con esta fuente de fésforo no se encuentra relacionada con la

solubilizacion de otras fuentes de fésforo mineral.

Los resultados presentados mostraron que los aislamientos T1C, T1H, T3A y T3C son
capaces de liberar formar solubles a partir de fosfato tricalcico, sin embargo solo el
aislamiento T3A present6 una actividad significativa con fosfato tricalcico y fosfato de
aluminio. La capacidad de solubilizacion de estos aislamientos se encuentra posiblemente
relacionada con la liberacién de acidos organicos que fueron evidenciados mediante la

disminucién del pH en el medio.

Los hallazgos encontrados bajo el presente estudio permiten sefialar a las actinobacterias
como microorganismos con el fenotipo solubilizador de fésforo, siendo este el primer
reporte de actinobacterias solubilizadoras de fosfato de aluminio. Se espera que los
resultados del presente trabajo conduzcan a la continuidad en la investigacion de
actinobacterias como PGPR para ser propuestas en el disefio y formulacion de

biofertilizantes en la industria agricola.

9. RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion bioquimica y molecular para facilitar la identificacion de

género y especie de los aislamientos obtenidos.
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Evaluar la solubilizacion de fuentes de fosforo insoluble como FePO, y otros tipos de
rocas fosféricas en los aislamientos obtenidos.

Utilizar herramientas de biologia molecular para la identificacion de los genes
involucrados en el proceso de solubilizacion de fésforo y que han sido poco reportados en

Actinobacterias.

Evaluar otros mecanismos de liberacion de fésforo como la produccion de sideréforos o

fosfatasas.

Evaluar otras actividades directas de promocién de crecimiento vegetal mediante ensayos

in vitro y de invernadero.

Identificar los &cidos organicos involucrados en el proceso de solubilizacion por medio de
HPLC.
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11. ANEXOS
Anexo A.
PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién salina 0,85% (p/v)

COMPONENTE CONCENTRACION g/L

Cloruro de Sodio (NaCl) 8,5
Agua Destilada Completar a 1000mL

Anexo B.

MEDIOS DE CULTIVO

Agar avena
COMPONENTE CONCENTRACION g/L
Avena 15¢g
Agar-agar 15¢g

Todos los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual
debe ser ajustado a 7.0 con hidréxido de sodio y acido clorhidrico. En caso de ser sdélido
afadir agar-agar segun las especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 Ib y
121°C) por 15 minutos, servir en cajas de petri estériles. En caso de realizar el medio con
infusion suelo, tomar 50 g de suelo y adicionarlos en el vaso de precipitado con 100 ml de
agua destilada. Instalar el sistema de calentamiento con el tripode y la malla de asbesto, y
dejar la mezcla hasta que inicie la produccion de burbujas. No deje hervir. Retire el vaso
de precipitado de la llama vy filtre la mezcla en un erlenmeyer de 250 ml. Al producto
obtenido se le llamard Infusién de suelo, que sera utilizado para la preparacion del medio.
De la infusién de suelo tome 40 ml mezcle con 160 ml de medio avena disuelto en agua
destilada, homogenice hasta disolver completamente el agar avena.

SMRS-1

Glucosa 10 g
Caz(PO.), 59
(NH4)2504 0.5 g
NaCl 0.29
KCI 0.29
Extracto de levadura 0.59
MnSO,4 H,O 0.004 g
FeSO, 7H,0 0.002 g
Purpura de bromocresol 0.1g
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| H,O destilada 1L |

Todos los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual
debe ser ajustado a 7.0 con hidréxido de sodio y acido clorhidrico. En caso de ser sélido
afadir agar-agar segun las especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 Ib y
121°C), agitar muy bien a fin de homogenizar el fosfato tricalcico y servir en erlenmeyer o
cajas de petri estériles. En caso de afiadir nistatina al 0,1 % debe adicionarse antes de la
esterilizacion del medio de cultivo. Es posible remplazar el fosfato tricalcico por otra fuente
de fésforo y modificar la concentracion de esta fuente.

NBRIP- Fosfato tricalcico

OMPO O RACION g
Glucosa 10 g
Caz(POy), 59

MgCl, 6H,0 59
(NH,),SO,4 0.1g

NaCl 0.2g
MgSO, 7H,0 0.25¢g

KCI 0.2g

H,O destilada 1L

Todos los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual
debe ser ajustado a 7.0 con hidréxido de sodio y acido clorhidrico. En caso de ser sélido
afiadir agar-agar segun las especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 Ib y
121°C), agitar muy bien a fin de homogenizar el fosfato tricélcico y servir en erlenmeyer o
cajas de petri estériles. En caso de afiadir nistatina al 0,1 % debe adicionarse antes de la
esterilizacion del medio de cultivo. Es posible remplazar el fosfato tricalcico por otra fuente
de fésforo y modificar la concentracion de esta fuente. El medio NBRIP puede ser
modificado afiadiendo azul de bromofenol (BPB) a una concentracién de 0.025 mg/mL,
designado al medio NBRIP-BPB.

NBRIP- Fosfato de aluminio

OMPO O RACION g
Glucosa 10g
Al(PO,) lg
MgCl, 6H,0 59
(NH,),SO, 0.1g
NaCl 0.2g
MgSO, 7H,0 0.25¢g
KCI 0.2g
H,O destilada 1L

Todos los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual
debe ser ajustado a 7.0 con hidréxido de sodio y acido clorhidrico. En caso de ser sélido
afadir agar-agar segun las especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 Ib y
121°C), agitar muy bien a fin de homogenizar el fosfato de aluminio y servir en erlenmeyer

64



0 cajas de petri estériles. En caso de afadir nistatina al 0,1 % debe adicionarse antes de
la esterilizacion del medio de cultivo. Es posible remplazar el fosfato de aluminio por otra
fuente de fésforo y modificar la concentracion de esta fuente.

NBRIP- Roca fosfdérica

OMPO O RACION g
Glucosa 10 g

Roca Fosférica 0,59
(NH4)2804 0.1 g

NacCl 0.2g
MgSO, 7H,0 0.25¢g

KCI 0.2g

H,O destilada 1L

Todos los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual
debe ser ajustado a 7.0 con hidréxido de sodio y acido clorhidrico. En caso de ser sélido
afadir agar-agar segun las especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 Ib y
121°C), agitar muy bien a fin de homogenizar la roca fosférica y servir en erlenmeyer o
cajas de petri estériles. En caso de afiadir nistatina al 0,1 % debe adicionarse antes de la
esterilizacion del medio de cultivo. Es posible remplazar la roca fosférica por otra fuente
de fésforo y modificar la concentracion de esta fuente.

Anexo C.

PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR EL FOSFORO SOLUBLE POR LA TECNICA
DE AZUL DE FOSFOMOLIBDENO- Analogo al protocolo de la EPA N° 365.2.

Preparacion solucién stock de fésforo soluble:

Disolver en agua destilada 0,2197 g de fosfato dihidrogeno de potasio (KH,PO,)
previamente secado en un horno a 105°C, diluir la solucién a 1000 mL; 1 mL: 0,05 mg de
foésforo.

Preparacion solucién estandar de fosforo soluble:

Diluir 10 mL de la solucién stock de fosforo soluble a 1000 mL de agua destilada; 1 mL:
0,5 pg de fésforo.

Preparacion de las soluciones con concentracién conocida:

Empleando la formula V1 x C1 = V2 x C2 se prepararon soluciones de concentraciones
conocidas (g/L) con un volumen final de 50 mL a partir de la solucion estandar de fésforo
soluble; con el fin de realizar la curva de calibracion.
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oncentracio O 0 en de so 0 0 en de Agua De ada

0,00 0 50
0,01 1 49
0,03 3 47
0,05 5 45
0,10 10 40
0,20 20 30
0,30 30 20
0,40 40 10
0,50 50 0
Representacion gréafica
Curva de calibracion de fésforo soluble
0,35 -
y=0,4109x + 0,0125

0,30 A R2=0,9921

’é‘ 0,25 4

c

o

o]

@ 0,20 A

©

2

_g 0,15 4

o

3

< 0,10 A
0,05 4
0,00 T T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracion de fosforo soluble (mg/L)

Determinacion de fosforo soluble mediante el método de Azul de fosfomolibdeno
por el Test Spectroquant de Merck®:

En un tubo de vidrio se sigui6 el protocolo del fabricante adicionando 5 mL de
sobrenadante obtenido a partir de la muestra, el reactivo 1 (iones molibdato en solucién
sulfarica) y el reactivo 2 (&cido ascorbico), esta mezcla se agito vigorosamente hasta que
el reactivo disolvio completamente. Esta soluciébn se dejo reposar durante 5 minutos
(Tiempo de reaccién, en que se debe visualizar una coloracién azul). Posteriormente, se
realizo la lectura en el espectrofotdmetro a 880 nm, ajustando el cero de absorbancia
tomando como blanco de prueba los reactivos sin concentracion de ortofosfato;
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finalmente, se reporté el fosfato soluble extrapolando las absorbancias a través de la
curva patron.

Anexo D.

PREPARACION DEL REACTIVO DE DNS Y PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR
AZUCARES REDUCTORES

Preparacion del reactivo de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS):

OMPO g/100
Acido 3,5 dinitrosalicilico 1
Tartrato de sodio y potasio (KNaC4H,0¢.4H,0) 43,8
Hidréxido de Sodio (NaOH): 1,6
Agua destilada: Aforar a 100 mL

Se depositaron 70mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250mL, se adicion6
el hidréxido de sodio y luego de disolverse, se adicioné el tartrato de sodio y potasio. En
un vaso de precipitado de 100mL se adicionaron 20mL de agua destilada y
posteriormente se disolvié el &cido 3,5 dinitrosalicilico protegiendo el reactivo de la luz.
Los dos vasos de precipitado se dejaron en agitacion en plancha magnética a temperatura
ambiente durante 12 horas. Pasado este tiempo, se mezclaron las dos soluciones en un
balon aforado de 100mL completando el volumen con agua destilada. El reactivo se
almacend en frasco ambar a temperatura ambiente.

Preparacion solucién patron de glucosa 40mM:

COMPONENTE Concentracion (g/L) |
Glucosa anhidra 7,2
Agua destilada 1000

En 500mL de agua destilada disolver 7.2g de glucosa anhidra, completar a 1000mL en un
balén volumétrico. Almacenar en tubos falcon de 15mL y congelar a -15°C. Rotular el
frasco con el nombre y concentracién de la solucién, asi como la fecha de preparacién y
el nombre del responsable del reactivo.

Preparacion de las soluciones de concentracion conocida:
Empleando la férmula V1 x C1 = V2 x C2 se prepararon soluciones de concentraciones

conocidas (g/L) con un volumen final de 2mL a partir de una solucién stock de glucosa de
40 mM; con el fin de realizar la curva de calibracion para el reactivo de DNS.

Concentracion Volumen de Glucosa Volumen de Agua
Glucosa mM (uL) Destilada (pL)
1 50 1950
2 100 1900
4 200 1800
6 300 1700
8 400 1600
10 500 1500
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15 750 1250
20 1000 1000
25 1250 750
30 1500 500
35 1750 250
40 2000 0

Representacion gréafica

35

Curva de calibracion DNS

3,0 4

Absorbancia (540 nm)

0,0 -

y =0,081x - 0,1059
R? =0,9945

Determinacidn de azUcares reductores mediante la técnica de DNS:

10 20

Concentracion de Glucosa (mM)

40

Se transfirieron 250uL de la actividad enzimatica a tubos de 13x100 a los cuales se
adicionaron 250uL de reactivo DNS en oscuridad. Dichos tubos se llevaron a ebullicion
en bafo termostatado a 95°C durante 5 minutos y posteriormente se dispusieron en hielo
durante 5 minutos mas. Se agregaron 2500uL de agua destilada a cada uno de los tubos
y finalmente se realizé la lectura en el espectrofotometro a 540nm, ajustando el cero de
absorbancia con el blanco que se trataba de 250uL de reactivo de DNS con 250uL de

agua destilada en lugar de la reaccion enzimética.
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Anexo E.

ANALISIS DE SUELOS ZONAS TOTA Y PAIPA — INSTITUTO GEOGRAFICO AGUSTIN
CODAZZI

Q RESULTADOS ANALISIS DE LABORATORIO M:i:\m
|GAC GRUPO INTERNO DE TRABAJO LABORATORIO MACIONAL DE SUELOS 2011-05-16
NOMBRE ¥ APELLIDO | EMPRESA | PROYECTO  LUIS DANIEL PRADA / MARCELA FRANCO / UNIVERSIDAD JAVERIANA No. soUCITUD 1096
DEFARTAMENTO / MUNICIPIC / LOCALIZACION BOGOT.'IH. D.C..
TIPQ DE AMALISIS SUPLEMENTC DE RESULTADOS l:l DE FECHA
Mo, DE LABORATORID IDENTIFICACIIN DE CAMFO pH P Disponiole {mgikg) P Cacmol [+)Kg Mg cmol [+Kg
3-03408 m 47 645 0.54 0.8z 01z
3-03487 T3 5.3 313 0.77 33 1.0
3-03408 M1 4.4 1.7 1.3 0,15 0.08
3-03400 M3 4.6 45 1.1 0,35 0.21
3-83500 M2 4.2 73.0 4.1 0,32 0.55
3-83501 M4 5.6 19 0.61 1.5 0.63
3-83502 M5 5.2 4.1 0.58 0,59 0.53
3-03503 P1 55 10.3 20 5.1 1.1
3-03504 P2 5.6 151 2.0 232 7.0
3-03505 P3 7.2 37 4.8 28,6 24
3-83508 P4 5.0 99 i1 4.0 0.80
3-03507 P5 4,2 8.1 1.4 29 0.81
3-93508 I 5.1 3.8 5.0 48 1.8

CBSERVACIONES: METODOS: pH Patenciométrico: Fésforo disponible Bray Il; Ca, Mg, K. Ma, Extraccién con acetato de Amonio 1M pH 7 y Cuantificacién en
Absercion Atomica; Acidez Extraccion KCl y Cuanfificacion por Volumeiria; CO Walkley Black; CIC Acetato de Amenic 1N pH 7; Fosforo Total Fusion con
Mitrato de Potasio y Cuanfificacion por Colorimetria.

M.A. = No 3plica; N.E. = No 8spedifica; N.D. = Mo detactado
METODOS:

MOTA: Los resuilados amacenacos n a base de dalos y los enviados por fax o e-mall 56 consenvaran durante res meses a partr de (3 entrega oe (05 MIsMos. Las MUEsiras se almacanaran durants seis
meses [andlisis quimicos, mineraitgicos y Msicos) 15 dI3s (anallsls biolbglcos), 3 panir de 1a fecha de recapoiin.
Favor 0omunicar Gu SuQerenala, chEsrvaglon o reclame ai beisfona J8BS018 0 3884000 Ext. 4018.

Prohibida |a reproducolon parsdsl sin sutorzaolon scorts del Laboratorio.

pdfMachine
A pdf writer that produces quality POF files with ease! [o—
Preduce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your originzl decuments. Compatible 2aoss
nearly zll Windows platforms, if you can print from a windows application you can use pdfMachine.
Get yours now!

FA0S00-04M 1004

el

(T)= Tota,; (P)= Paipa
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. FECHA
Q RESULTADOS ANALISIS DE LAEORATORIO

AAAAAIM-D0
IGAC GRUFPO INTERNC DE TRABAJO LABORATORIO NACIONAL DE SUELOS 2011-05-18
MNOMBRE Y APELLIDO / EMPRESA f PROYECTD LU iS DAlNlEL PRADA | UNIWERSIDAD JAVERIANA No. SOLICITUD 1086
DEPARTAMENTO / MUNICIPIO f LOCALIZACION  BOGOTA, D.C.
TIPO DE AMALISIS SUPLEMENTC DE RESULTADOS l:l DE FECHA
MNo. DE LABORATORIC IDENTIFICACION DE CAMED ACIDEZ cmoli+)Kg % C.0. cmﬁfp‘ Kg FOSFORO TOTAL mgikg
3-03408 m 449 11 45 283
303407 LE] 0.70 1.8 76 786
3-83408 M1 28 1.7 82 243
303400 M2 144 1.5 T 213
303500 M2 51.0 46 355 1138
3-83501 M4 12 47 ny
303802 ME 35 1.0 53 225
3-83502 P1 0,81 28 133 751
3-83504 P2 141 62,8 890
303505 P2 BT 40.5 a74
383506 P4 070 20 .o 287
303807 P& 187 22 11.8 201
303508 " 3.2 5.4 3.0 1218

OBSERVACIONES: METODOS: pH Potenciométrico; Fosforo disponible Bray II; Ca, Mg, K. Na, Exiraccion con acetato de Amonio 1N pH 7 y Cuantificacion en
Absorcion Atomica; Acidez Extraccion KCl y Cuantificacion por Volumedria; CO Walkley Black; CIC Acetato de Amonio 1M pH 7; Fosforo Total Fusien con
Mitrate de Potasic y Cuanfificacién por Colorimetria.

M.A. = Mo apliea; N.E. = No especifica; NL.D. = Mo detectado

METODOS:

NOTA: Los resuitados almacenados en la Dase de datns ¥ Ios enviados por f2x 0 e-mall 5e conservaran durants bres meses a pastr de 1a entrega de los MISMos. Las MUesiras se almacanardn gurante seis
meses {anallsls quimicos, mineralogices y fisicos): 15 dias (andlisls blologicos), @ parti de Ia fecha de recepckin.

Fawor o reclama 3EBANIE Ext 4078.

Frohibida |a uookon &in awtorizaclon scorita del Labaradorio.

pdfMachine

A pdf writer that produces quality PDF files with sase! pe—

Preduce quality POF files in seconds and preserve the integrity of your original decuments, Compatible across = -
nearly all Windows platforms, if you can print from a windows application you can use pdfMachine. FemsIDDAnRYS
Geat yours now !

(T)= Tota; (P)= Paipa
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IGAC

RESULTADOS AMALISIS DE LAEORATORIO
GRUPC INTERNO DE TRABAJO LABORATORIO NACIONAL DE SUELOS

FECHA

AAAAMM-DD

2011-05-16

MNOMBRE Y APEL

TIPO DE ANALISIS

LIDO I EMPRESA | PROYECTD  LUIS DANIEL PARRA ! MARCELA PRADA / UNIVERSIDAD JAVERIANA

DEPARTAMENTC / MUNICIPIO / LOCALIZACION  BOGOTA. D.C.

No. SOLICITUD 1088

SUPLEMENTO DERESULTADOS || DEFECHA

Mo, DE LABORATORIC IDENTIFICACION DE CAMFO K cmoi(+)Kg Na emal(+)iKg
3-034p8 T 0.o7 002
3-03497 T3 0,42 0,08
3-034908 M1 0,12 0,06
3-93490 M3 019 0.08
3-93500 M2 0,54 0,13
3-93501 (5] 0,32 0,13
3-83502 M5 0,32 0.02
3-93503 P1 046 0.12
3-03504 P2 1.6 0,08
3-93505 P3 1.8 0,22
3-83506 P4 0.68 0.05
3-93507 P5 0,40 0,10
3-03508a I 1.4 0,20
CBSERVACIONES:

M.A. = No aplica; N.E. = No especifica; HLD. = No

METODOS:

MNOTA: L0 resuiados simacenanos =n 1a Dase de 0alns y 105 enviados por 23X 0 -mall 58 CONSSrvaran durante es Messs 3 Darr de |13 entrega 02 (05 MIBMOE. Las MUSSIas 5& almacenaran gurante seis
meses {andlisis guimlcos, mineralégicos y fislcos). 15 dias (anallsls blolégicos), a pariir de la fecha de recepckin.
Fawor oomunicar G sugersnoia, chervanlon o roclame al =l#fona 3684016 & 3884000 Ext. 4018,

Prohibida |a reproduneion parsisl cin autorizaoion scorita del Laboradorio,

=4 “Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but I consider your
product a lot easier to use and much preferable to Adebe's" A.Samas- USA

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!

Gat yours now!

Fimma

(T)= Tota;

(P)= Paipa

FADGOD-DAMDVE
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Anexo F.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFORO EN MEDIO
SOLIDO SMRS-1.

Las siguientes imagenes evidencian los diferentes resultados que pudieron ser obtenidos
en la prueba sélida en medio SMRS-1. Las imagenes A, B, C corresponden a pruebas
negativas de solubilizacién de fosforo (A, B= Acidificacion pero no produccién de halo de
aclaramiento, C= No acidificacién, ni produccién de halo de hidrdlisis); las imagenes D, E,
F corresponden a pruebas positivas de solubilizacion de fésforo (Acidificacion y
produccion de halo de hidrdlisis alrededor de las colonias).
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Anexo G.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFORO EN MEDIO
LIQUIDO NBRIP-BPB.

Las siguientes imagenes evidencian los diferentes resultados que pudieron ser obtenidos
en la prueba sélida en medio NBRIP. A= Medio sin inocular; B= Decoloracién del medio
de cultivo; C= Acidificacién del medio de cultivo; D= Medio sin inocular, se observa gran
cantidad de fosfato tricalcico comparado con E= Decoloracion del medio de cultivo,
solubilizacion de fésforo que se observa por la disminucion del fosfato tricalcico; F=
Diferencias en los resultados encontrados en la prueba liquida en medio NBRIP.

73



Anexo H.
CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFORO.

Las siguientes imagenes revelan los diferentes resultados que pudieron ser obtenidos en
cuantitativa evaluada bajo dos fuentes de fdsforo insoluble (fosfato tricélcico y fosfato de
aluminio). A= Montaje de la cuantificacion de fosforo; B= lzquierda: Medio NBRIP sin
inocular, derecha: aislamiento T3A en fosfato tricalcico; C= lzquierda: Medio NBRIP sin
inocular, derecha: aislamiento T1C en fosfato tricalcico; D= Izquierda: Medio NBRIP sin
inocular, derecha: Asilamiento T1J en fosfato de aluminio.
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Anexo |.

ANALISIS ESTADISTICO KRUSKAL-WALLIS PARA EL INDICE DE SOLUBILIZACION
OBTENIDO EN LA PRUEBA CUALITATIVA EN MEDIO SOLIDO

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for

Solido by Cepa

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 18 29502.1 1639.01 13.52 0.0000
Within 57 6908.9 121.21

Total 75 36411.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of Solido by

Cepa

Cepa

1
17
3
13
14
6
18
15
5
12
4
10
16
8
9
19
2
7
11

Alpha

Mean Homogeneous Groups

74.500 A
65.750 AB
63.250 ABC
55.125 ABCD
51.750 ABCD
51.250 ABCD
49.875 ABCD
46.375 ABCD
41.375 ABCD
41.250 ABCD
36.500 ABCD
32.000 ABCD
31.750 ABCD
27.875 ABCD
27.125 ABCD
16.250 BCD
7.5000 CD
6.0000 D
6.0000 D

0.05

Critical Z Value 3,622  Critical Value for Comparison 56.557
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.
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Anexo J.

ANALISIS ESTADISTICO KRUSKAL-WALLIS PARA EL CAMBIO DE ABSORBANCIA
OBTENIDO EN LA PRUEBA CUALITATIVA EN MEDIO LIQUIDO

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for Liquido

by Cepa
Parametric AOV Applied to Ranks
Source DF SS MS F P

Between 33 203292 6160.37 100.34 0.0000
Within 102 6262 61.39
Total 135 209555

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of Liquido

by Cepa
Cepa Mean Homogeneous Groups
15 13325 A
1 129.38 A

6 122.13 AB
10 117.00 ABC
14  115.38 ABC
9 115.00 ABC
4 112.00 ABC
5 109.88 ABCD
13 107.75 ABCD
8 96.000 ABCD
19 94.500 ABCD
7 88.750 ABCD
3 88.000 ABCD
17  86.250 ABCD
18 79.250 ABCD
12 77.125 ABCD
22 70.375 ABCD
32 65.000 ABCD
16 61.500 ABCD
34 54750 ABCD
23  50.125 ABCD
24  49.875 ABCD
20 47.500 ABCD
2 47.000 ABCD
11  37.625 ABCD
29 37.125 ABCD
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33 33.250 ABCD
25 19.250 BCD
21 19.000 BCD
31 17.750 BCD
28 17.375 BCD
30 16.625 BCD
26 10.500 CD
27 2.7500 D

Alpha 0.05

Critical Z Value 3,918 Critical Value for Comparison 109.18
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Anexo K.

ANALISIS ESTADISTICO KRUSKAL-WALLIS PARA LA PRUEBA CUANTITATIVA
CON FOSFATO TRICALCICO COMO FUENTE DE FOSFORO INSOLUBLE.

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for CuaFT
by Cepa

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 18 35155.4 1953.08 78.75 0.0000
Within 57 1413.6 24.80

Total 75 36569.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of CuaFT by
Cepa

Cepa Mean Homogeneous Groups
13 72750 A

15 72.000 A

1 64.250 AB

5 63.750 AB

10 59.750 AB

12 54.500 ABC

14  48.500 ABC

9 47.750 ABC

7 37.250 ABC

16 34.000 ABC
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Anexo L.

4 33.125 ABC
18 33.000 ABC
6 31.125 ABC
19 26.250 ABC
17 19.500 ABC
11  12.250 BC
8 10.250 BC
3 9.0000 BC
2 2.5000 C

Alpha 0.05

Critical Z Value 3,622  Critical Value for Comparison 56.557
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

ANALISIS ESTADISTICO KRUSKAL-WALLIS PARA LA PRUEBA CUANTITATIVA
CON FOSFATO DE ALUMINIO COMO FUENTE DE FOSFORO INSOLUBLE.

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for CuaFA
by Cepa

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 18 35394.3 1966.35 104.92 0.0000
Within 57 1068.3 18.74

Total 75 36462.5

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of CuaFa by
Cepa

Cepa Mean Homogeneous Groups
13 72.750 A
12 72.250 A
6 66.500 AB
9 62.375 ABC
18 55.750 ABC
7 51.875 ABC
3 49.500 ABC
4 47.375 ABC
14 45.000 ABC
10 39.000 ABC
8 36.375 ABC
11 29.125 ABC
17 26.125 ABC
19 24.875 ABC
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16 18.625 ABC

5 13.500 BC
2 85000 C

1 6.0000 C
15 6.0000 C
Alpha 0.05

Critical Z Value 3,622  Critical Value for Comparison 56.557
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Anexo M.

ANALISIS DE CORRELACION DE SPEARMAN PARA EL pH Y LA SOLUBILIZACION
DE FOSFORO.

Correlacion Prueba Prueba Cuantitativa
Cuantitativa Fosfato de

Spearman Fosfato Tricalcico Aluminio

R -0,343 R -0,755
P 0,00250 P 0,000000200
N 76 N 76

Las variables con coeficientes de correlacion positivos (R) y con valores de P por debajo
de 0,050 tienden a aumentar juntas. Para las variables con coeficientes de correlacion
negativas y con valores de P inferiores a 0,050, un variable tiende a disminuir mientras
gue la otra aumenta. Para las variables con valores de P mayores a 0,050, no existe una
relacién significativa entre las dos variables.
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Anexo N.

ANALISIS DE CORRELACION DE SPEARMAN ENTRE LAS PRUEBAS
CUALITATIVAS (SOLIDA Y LIQUIDA) Y LA PRUEBA CUANTITATIVA.

Correlacion Prueba cualitativa | Prueba Cualitativa |Prueba Cuantitativa
Sélida liguida

Spearman

R 0,754 R 0,313
Prueba Cualitativa P 0,000000200 P 0,00602
sélida
N 136 N 76
R 0,754 R 0,635
Prueba Cualitativa P 0,000000200 P 0,000000200
liguida
N 136 N 76

Las variables con coeficientes de correlacion positivos (R) y con valores de P por debajo
de 0,050 tienden a aumentar juntas. Para las variables con coeficientes de correlacion
negativas y con valores de P inferiores a 0,050, un variable tiende a disminuir mientras
gue la otra aumenta. Para las variables con valores de P mayores a 0,050, no existe una
relacién significativa entre las dos variables.

Anexo O.

ANALISIS DE CORRELACION DE SPEARMAN PARA LA PRUEBA CUANTITATIVA
CON FOSFATO TRICALCICO Y CON FOSFATO DE ALUMINIO.

Correlacién Prueba Cuantitativa

Fosfato de Aluminio
Spearman

R 0,0548
Prueba Cuantitativa P 0,637
Fosfato Tricalcico
N 76
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Las variables con coeficientes de correlacion positivos (R) y con valores de P por debajo
de 0,050 tienden a aumentar juntas. Para las variables con coeficientes de correlacion
negativas y con valores de P inferiores a 0,050, un variable tiende a disminuir mientras
gue la otra aumenta. Para las variables con valores de P mayores a 0,050, no existe una
relacién significativa entre las dos variables.

Anexo P.

ANALISIS ESTADISTICO KRUSKAL-WALLIS PARA LA CUANTIFICACION DE
FOSFORO SOLUBLE CON FOSFATO TRICALCICO Y BAJO DIFERENTES pH DE
ARRANQUE.

Anexo Q.

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of FT by pH

pH Mean Homogeneous Groups

3 10.000 A

4 9.0000 AB

2 5.0000 AB

1 2.0000 B
Alpha 0.05

Critical Z Value 2,638 Critical Value for Comparison 7.7668
There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA CUANTIFICACION DE FOSFORO
SOLUBLE CON FOSFATO DE ALUMINIO Y BAJO DIFERENTES pH DE ARRANQUE.

ANOVA
FA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,875 3 ,958 15,469 ,001
Intra-grupos ,496 8 ,062
Total 3,370 11

81



Anexo R.

FA

Subconjunto para alfa = 0.05

pH N 1 2 3
HSD de Tukey® pH6 3 ,1648

pH 8 3 , 1707

pH 4 3 , 7157 , 7157

pH5 3 1,3558

Sig. ,100 ,054

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 3,000.

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA CUANTIFICACION DE FOSFORO
SOLUBLE CON FOSFATO DE ALUMINIO Y BAJO DIFERENTES pH DE ARRANQUE.

ANOVA
RF
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 288,249 3 96,083 37,105 ,000
Intra-grupos 20,716 8 2,589
Total 308,965 11
RF
Subconjunto para alfa = 0.05
pH N 1 2 3
HSD de Tukey®  pH 4 3 20,2813
pH 6 3 23,6317 23,6317
pH 5 3 26,1333
pH 8 3 33,6016
Sig. ,125 ,299 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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