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Resumen:
El fésforo (P) es uno de los macronutrientes implicados en el metabolismo de la planta, se necesita de

el para la formacion de la semilla y para el crecimiento temprano de la raiz; y especialmente en cultivos
de hortalizas como la cebolla Allium cepa es necesario para el engrosamiento del bulbo (Resende et
al.,2016) Sin embargo el P resulta ser uno de los nutrientes mas limitantes en los cultivos, ya que tan
solo el 0,1 % de P total se encuentra disponible para la absorcion de la planta, para suplir la deficiencia
de este nutriente, generalmente se utilizan fertilizantes quimicos de P, los cuales a largo plazo pueden
provocar la pérdida de fertilidad en el suelo y no son amigables con el medio ambiente. Una de las
alternativas para aumentar la disponibilidad de P en el suelo, es implementar materias primas menos
costosas y mas amigables con el medio ambiente, como la roca fosférica, la cual al combinarla con
bacterias fosfato solubilizadoras (BPS) resulta en una alternativa viable y eficiente para aumentar la
disponibilidad de fésforo en el suelo, por esta razén se realizd el aislamiento de 51 bacterias de dos
parcelas de cultivos de cebolla Allium cepa ubicadas en Pesca y Punta larga (Boyaca, Colombia), de
estas aislamientos se seleccionaron 28 cepas, cuya morfologia correspondia a bacilos Gram
negativos, a las 28 cepas se les midié el indice de solubilizacién (IS) en medio SMRS1 modificado con
roca fosforica, posteriormente se realizaron las pruebas de interacciéon de Gauze para determinar que
cepas presentaban antagonismo entre ellas, las cepas antagédnicas fueron eliminadas del estudio
dejando en total 19 aislamientos, las cuales fueron sometidas a pruebas preliminares en medio liquido
SMRS modificado con roca fosférica. Solamente 6 cepas produjeron ortofosfatos en concentraciones
superiores a 80 mg/L. Las 6 cepas fueron identificadas utilizando el equipo MALDI-TOF (Unidad de
protebmica y micosis humanas, Universidad Javeriana), como resultado se determind que tres
pertenecian al género Enterobacter.sp y las otras tres fueron identificadas como Pseudomonas
koreensis, Serratia liquefaciens y Kosakonia cowanii. Con estas tres cepas se realizé la formulacion de
4 tratamientos, un consorcio con las tres cepas y tres co cultivos con diferentes combinaciones entre
estas tres cepas, a estos tratamientos también se les realizaron pruebas preliminares en medio liquido
SMRS modificado, obteniendo como resultado la mayor liberacién de ortofosfatos con 96.5 mg/L por
parte del consorcio (Pseudomonas koreensis, Serratia liquefaciens y Kosakonia cowanii) y para el co
cultivo conformado por Pseudomonas koreensis y Serratia liquefaciens, se obtuvo 90. 2 mg/L de
ortofosfatos. Posteriormente, se realizdé un disefio experimental de Plackett Burman con tres puntos
centrales, para seleccionar las condiciones de produccion y medio de cultivo que favorecen la
produccion de biomasa y liberacion de ortofosfatos. De acuerdo con los andlisis estadisticos ANOVA 'y
Pos- Hoc de Tukey se determiné que el mejor tratamiento correspondia al MT11B; donde se obtuvo el
mayor recuento de colonias con 8.0 Logi, ufc/mL para el co cultivo y 8.1 Log;o ufc/mL. La mayor
concentracion de ortofosfatos estuvo por encima de 80 mg/L para el consorcio y el co cultivo. Asi
mismo se realizardn cinéticas de produccién tanto para el consorcio y el co cultivo durante 12 horas en
medio SMRS estandar y MT11B; para el consorcio se obtuvo la mayor produccion de fosforo
disponible, fésforo en solucion y recuento de colonias a las 6 horas y para el co cultivo fue a las 12
horas. De igual manera el medio MT11B fue utilizado para determinar la estabilidad del consorcio y el
co cultivo en funcion del tiempo en dos temperaturas diferentes, los resultados indicaron que tanto el
consorcio como el co cultivo no son estables ya que su viabilidad decrece rapidamente, por esto es
necesario implementar algun soporte que asegure la estabilidad del consorcio y el co cultivo.
Finalmente se realizaron ensayos de germinacion in vitro y en invernadero de semillas de Allium cepa,
en donde los resultados indicaron que el consorcio fue el mejor tratamiento obteniendo porcentajes de
indice de germinacion superiores al 80 % seguido del co cultivo, lo que evidencia el potencial de
promotoras de crecimiento vegetal al ser usadas en conjunto.



1. Introduccioén:

El fosforo (P) es uno de los principales macronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo
vegetal, estd implicado en el metabolismo de la planta, incluyendo actividades de division celular,
fotosintesis, respiracion, almacenamiento, transferencia de energia y fijacion de nitrdgeno en
legumbres (Pukrishnaraj et al., 2014) y engrosamiento del bulbo en hortalizas como la cebolla (Allium
cepa). El fosforo presente en el suelo se encuentra en formas organicas e inorganicas. El fosforo
inorganico incluye minerales de P primarios como la apatita, hidroxiapatita y oxiapatita, ademas de
formas minerales de P secundarios como fosfatos de Ca, Mg, Fe o Al. Por otro lado, el fésforo
organico constituye entre el 30-50 % de fosforo total en el suelo, se encuentra principalmente en
formas de fosfato de inositol, fosfomonoésteres y fosfodiésteres; estas formas son originiadas por
procesos de descomposicion de animales, microorganismos y plantas (Renneson et al., 2016). La
planta absorbe el fésforo en forma de ortofosfatos solubles (H,PO,. y HPO4'2), sin embargo solo el 0,1
% de P presente en el suelo se encuentra en forma soluble y disponible para la planta. La baja
disponibilidad de fosforo se debe a la fijacion de formas no solubles en el suelo y por ende no
disponibles para la planta. La fijacién de P es un proceso dependiente del pH y del tipo de suelo, es
llevado a cabo por reacciones de adsorciébn de fosfato a la superficie de minerales y por la
precipitacién de fosfato con hidréxidos libres de Ca, Fe y Al (Sharma et al., 2013).

El ciclo del fésforo se ha reportado como un ciclo “abierto” debido a que no tiene intercambios con la
atmésfera, en él participan diferentes procesos que afectan la concentracion de P en el suelo. Estos
procesos incluyen: disolucién-precipitacién (equilibrios minerales), adsorcién-desorcion (interacciones
entre P en solucién y superficies sélidas del suelo) y mineralizacién-inmovilizacion (conversiones
biolégicas de P entre formas organicas e inorganicas). En este Ultimo proceso participan los
microorganismos presentes en la rizosfera, por medio de mecanismos de solubilizacién y
mineralizacién realizan conversiones de fésforo organico e inorganico (Sharma et al., 2013).

Debido a que la mayoria de los suelos son deficientes en fosforo biodisponible, éste debe integrarse al
agroecosistema como fertilizante (Lambers et al., 2006) ademds de recurrir a usar fuentes naturales de
fésforo para la produccion de fertilizantes fosfatados, como las rocas fosféricas, con el fin de mantener
el nivel fosforo en los suelos fértiles o aumentar el contenido de P en suelos deficientes en fosforo. Las
rocas fosféricas constituyen un recurso natural finito, no renovable y los depdsitos geolégicos de
diferente origen se encuentran en todo el mundo. En la actualidad son explotados pocos yacimientos
de roca fosforica y cerca del 90 % de la produccién mundial es utilizada por la industria para la
fabricacion de fertilizantes fosfatados (Zapata et al., 2007) Colombia se ubica como el tercer productor
de roca fosférica en el mundo siendo de gran importancia las minas presentes en el departamento de
Boyaca, dentro de su composicion se encuentra en mayor proporcion el P (28 % de P,0s) seguido del
Ca (38% CaO).

Dentro del ciclo del P participan los microorganismos solubilizadores de fésforo, se caracterizan por su
capacidad para transformar el P insoluble a formas solubles (Zhu et al., 2018). Existen diversos
mecanismos de solubilizacion del fésforo organico e inorganico ejercidos por los microorganismos, los
cuales incluyen: Liberacién de complejos o compuestos que disuelven formas minerales del fésforo por
medio de aniones de acidos orgéanicos,sideroforos, protones,iones hidroxilo y CO,, ademas de la
liberacion de enzimas extracelulares como las fosfatasas (mineralizacion bioquimica del fésforo
organico) (Sharma et al., 2013).Las bacterias fosfato solubilizadoras (PBS) constituyen alrededor del
20-40% de la poblacion microbiana en el suelo, se caracterizan por su versatilidad metabdlica,
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excelente capacidad de colonizacién de la raiz y produccién de diversos metabolitos y enzimas
(Thakur et al., 2014) , ademéas tienen la capacidad de solubilizar fosfatos minerales como el fosfato
tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y roca fosférica ( Alori et al., 2017).Se han reportado diversos
géneros bacterianos con capacidad para solubilizar fésforo: Pseudomonas sp., Bacillus sp., Rhizobium
sp., Burkholderia sp., Achromobacter sp., Agrobacterium sp., Micrococcus sp., Aerobacter sp.,
Flavobacterium sp., Mesorhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirilum sp, Erwinia sp.,y Serratia
sp.,entre otras (Mendoza et al., 2009).

El estudio de los mecanismos de solubilizacion de P y las condiciones ideales para la produccion de
bacterias fosfato solubilizadoras (PBS) se reconoce como una alternativa sustentable para la
produccion de inoculantes biolégicos o biofertilizantes, ya que su produccién responde la demanda
creciente de buscar practicas agricolas respetuosas con el medio ambiente, sostenibles y
economicamente viables (Pinilla et al., 2010).

Los biofertilizantes son inoculantes microbianos benéficos tanto para la planta como para el suelo, su
principal objetivo es movilizar la disponibilidad de nutrientes con base en su actividad bioldgica, ayudar
a recuperar la microbiota perdida y a su vez mejorar la salud del suelo en general. Se caracterizan por
ser inofensivos para los seres humanos, puesto que las cepas utilizadas en un bioinoculante no deben
ser patdégenas para los seres humanos, por estas razones, pueden conducir a un desarrollo econémico
sostenible para los agricultores y el pais donde se produce (Zambrano et al., 2015).

En Colombia, el uso de biofertilizantes ha venido en ascenso, segun la base de datos del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) para marzo del 2017, se encontraron un total de 173 empresas de
bioinsumos en Colombia. Los bioinsumos que mas se comercializan son aquellos utilizados para
control biolégico. Aproximadamente el 13 % del total se dedican especificamente a la produccion de
bioinsumos producidos localmente con microorganismos usados como biofertilizantes. Cabe destacar
el 46 % correspondiente a las empresas que le han apostado a generar productos biotecnolégicos en
el pais. En esta apuesta sobresale el ICA por un gran portafolio de bioinsumos fabricados a partir de
microorganismos, asi mismo, esta entidad define la calidad minima requerida para la produccion de
biofertilizantes segun la norma técnica colombiana 5842 del 2011 (NTC 5842 de 2001; Barajas et al.,
2017).

Finalmente, la utilizacion biotecnolégica de BPS con capacidad para solubilizar las reservas fosféricas
del suelo como la roca fosférica, merece especial atencion y estudio para la produccion de
biofertilizantes. En este estudio se busca aislar bacterias fosfatosolubilizadoras a partir de suelos
empleados para la produccién de Allium cepa y seleccionar las mejores condiciones de produccion
para el crecimiento de las BPS y la liberacién de fésforo disponible.



2. Planteamiento del problemay justificacién:

Uno de los nutrientes mas limitantes en la produccion de cultivos es el fosforo (P), se necesita de él
para el desarrollo de procesos de absorcién idnica, fotosintesis, respiracion, sintesis multiplicacion y
diferenciacion celular, ademas de ser necesario para la formacion de la semilla y para el crecimiento
temprano de la raiz (Pukrishnaraj et al., 2014). Especialmente en cultivos de cebolla el P es un
nutriente con expresiva accion en la formacion y calidad del bulbo (Resende et al., 2016). Por ende, un
adecuado suministro de P es esencial desde los estadios iniciales de crecimiento de la planta, por
ejemplo durante el periodo de inicio de engrosamiento del bulbo y la cosecha de cebolla, las plantas
extraen alrededor del 85% de N y P del suelo (Hernandez et al., 2011).En condiciones de deficiencia
de fosforo se reduce la expansion foliar, el area superficial foliar, el namero de hojas, el crecimiento de
la raiz y el vastago, ademas de producir la senescencia prematura en las hojas, demora en la floracion
y un retraso en los procesos de maduracion, ocasionando alteraciones y pérdidas en la calidad de los
cultivos de frutas, verduras y granos, especialmente en cultivos de cebolla, frijol, algodén, arveja, papa,
espinaca y tomate (Ahemad et al., 2011).

Se ha reportado que solo el 0,1% de P total en suelo se encuentra en forma disponible para la
absorcién de la planta (Sharma et al.,, 2013). La limitacion del fésforo en el suelo se debe
principalmente a la alta reactividad del elemento que le permite interactuar quimicamente con la
materia organica, con la superficie mineral de los coloides y con las formas activas de algunos cationes
presentes en la solucién del suelo. Lo que ha ocasionado el uso constante y elevado de fertilizantes de
sintesis quimica, aumentando de esta manera los costos de produccion (Rojas et al., 2017).

En Colombia se estima que los agricultores para abonar una hectarea de tierra tienen que invertir
hasta el 30% del total de los costos minimos de produccién de sus cultivos segun el ministerio de
agricultura. Uno de los fertilizantes méas usados en diversos cultivos es el NPK, donde una bolsa de 50
kg cuesta 91.000 COP, contribuyendo a los altos costos de produccién de cultivos agricolas, puesto
que ademas de invertir en la fertilizacion, también se invierte en la preparacion del terreno, mano de
obra, maquinaria, insumos agricolas (Vélez et al., 2014).

Por otro lado, las aplicaciones repetidas e indiscriminadas de los fertilizantes quimicos de P conducen
a la pérdida de la fertilidad del suelo, alteracion de la diversidad microbiana y bajos rendimientos de los
cultivos. La aplicacién de superfosfato triple (94 kg/ha) ha mostrado una reduccién sustancial en la
respiracion microbiana y el cociente metabdlico (Sharma et al., 2013). Lo anterior genera pérdidas en
la rentabilidad de los cultivos agricolas, y hace necesario la blisqueda de alternativas que aumenten la
disponibilidad del P en el suelo, a través del uso de materias primas menos costosas y ambientalmente
amigables (Cisneros et al., 2016).

Una de las alternativas planteadas es la fertilizacion fosférica, donde se aplica directamente la roca
fosférica al suelo y se ha desarrollado especialmente en los paises importadores de fertilizantes como
Colombia. Otra de las alternativas propuestas es el uso de bacterias solubilizadoras de fosforo (BPS),
las cuales convierten las formas de P insolubles a formas P solubles mediante procesos de
acidificacion, quelatacion, reacciones de intercambio y produccion de &cidos organicos (Torres et al.,
2013).

Se ha reportado que mezclar la fertilizacion directa con roca fosforica y combinarla con BPS resulta en
una alternativa viable y eficiente para aumentar la disponibilidad de fésforo en el suelo. Puesto que las
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BPS pueden ejercer mecanismos de solubilizacién del P insoluble presente en la roca fosférica y
transformarlo a P soluble mediante la produccion de acidos organicos (Khan et al., 2013). Por lo tanto,
la roca fosférica puede reconocerse como uno de los sustratos necesarios para la produccién
biotecnoldgica de bioinoculantes a base de BPS y asi contribuir a la disponibilidad del P en el suelo y
considerarse una alternativa ambientalmente amigable y sustentable para los cultivos agricolas.



3. Marco tedrico
3.1 Generalidades del ciclo del fosforo:

El ciclo global del P no cuenta con un componente gaseoso significativo, lo que resulta en una
caracteristica Unica respecto a los otros ciclos biogeoquimicos (Roy., 2017). El fésforo al ser un
elemento esencial para todos los organismos debe estar presente en todos los agroecosistemas
(Bunemann., 2015). Este elemento proviene de las apatitas y de depdsitos de fosfato natural como la
roca fosforica, donde es liberado a través de procesos de meteorizacion, lixiviacion, erosion y
extraccién industrial como fertilizante. El fosfato liberado de las apatitas lo absorben las plantas y la
biomasa microbiana, posteriormente se incorpora en la materia organica de los suelos y sedimentos
para nuevamente ser depositado en formas minerales poco solubles. La movilidad del fésforo en el
suelo involucra la toma del nutriente por las plantas y su retorno a través de los residuos vegetales y
animales (Rincon et al., 2012).

La fraccién de P esta constituida por diversos iones ortofosfatos, puede ser utilizada por las plantas y
los microorganismos en forma inmediata, su abundancia y tipo dependen en gran medida del pH del
suelo. Esta fraccién también es afectada por reacciones tales como adsorcidn fisica y precipitacion, los
cuales se han denominado fijacion o retencién del P (Pagliari et al., 2017). La fijacién de P por los
minerales y compuestos del suelo es inicialmente una reaccion de intercambio de ligando del fosfato
con grupos funcionales en las superficies de estos materiales. El intercambio de ligando del elemento
puede ocurrir sobre las superficies hidroxiladas de los 6xidos de Fe y Al y de silicatos poco cristalinos,
asi como en los bordes de las superficies de los octaedros de Al. De esta forma, el fosfato penetra la
capa de coordinacion del Al o Fe y se une en forma covalente con el catiéon via grupos oxigeno e
hidroxilos. Este fendGmeno también ocurre con Al y Fe asociados a los complejos organicos. Luego de
este proceso de intercambio de ligando, la sorcién prosigue con reacciones mas lentas, como de
difusién al estado liquido en los microporos, difusion al estado solido o bien precipitacién (Henriquez.,
2005).

La precipitacion de iones de P con cationes metalicos, forman un rango de minerales de P. El tipo de
mineral formado depende del pH del suelo, bajo condiciones neutras a alcalinas en el suelo, los iones
P precipitan como fosfatos de Ca: fosfatos de dicalcio u octacalcio, hidroxiapatita y en apatitas menos
solubles. Por el contrario, bajo condiciones acidas los iones P precipitan como fosfatos de Fe y Al,
tales como strengita, vivianita, variscita y diversos minerales del grupo de plumbogummitas.Los
fosfatos de Fe y Al tienen una solubilidad creciente al aumentar el pH, mientras que los fosfatos de Ca
tienen una solubilidad decreciente al aumentar el pH, excepto por valores de pH superiores a 8. Los
minerales de P constituyen una parte significativa de P en el suelo, predominando en suelos altamente
fertilizados (Hinsinger., 2001).

En el ciclo microbiano del P se producen transformaciones de formas inorganicas a formas organicas y
se da la conversion de formas inmoviles insolubles a compuestos solubles moéviles. La conversién de
fosfatos inorgénicos disponibles para la planta y para los microorganismos en formas organicas no
disponibles se denomina inmovilizacion; el proceso contrario es la mineralizacién, que se define como
la conversion de formas organicas a ortofosfatos (H,PO, 0 HzPO,); el fésforo organico puede ser
mineralizado como subproducto de la mineralizacion de la materia orgénica del suelo o mediante la
accion de enzimas especificas que son reguladas por la demanda de este nutriente (Picone et al.,
2002). También se pueden desarrollar procesos de solubilizacién microbiana de fésforo, por medio de
diversos mecanismos de solubilizacion tales como produccién de acidos organicos, sideréforos, H,S,
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los cuales llevan a cabo la transformacién del fosforo inorganico poco soluble a formas de fosforo
solubles para la planta (Sharma et al., 2013).

3.2. Formas de fosforo en suelo:

La mayoria de fosforo presente en los ecosistemas terrestres se encuentra localizado en el suelo
(Cerdn et al., 2012), este elemento existe en diversas formas, donde se pueden agrupar en cuatro
formas generales: P inorganico disponible para las plantas y tres formas de fosforo no disponibles para
la planta: P orgénico, P adsorbido y P de minerales primarios, a su vez estos compuestos de P pueden
estar en el suelo en formas disueltas (en solucién) o en formas sélidas (P en particulas). El P disuelto
conforma menos del 0.1 % del P total del suelo y generalmente existe como iones ortofosfato,
polifosfatos inorganicas y P organico. El fosforo debe estar en solucion antes de que pueda ser
absorbido por las raices de las plantas. Después de la absorcion en la planta, gran parte del fosfato
reacciona rapidamente para formar compuestos organicos (Prasad., 2006).

El P orgénico representa entre el 20-80 % del P total en el horizonte superficial del suelo, en ambientes
naturales, después de la mineralizacion representa una fuente de P significativa para las plantas y
ocurre especialmente en suelos bajo condiciones tropicales y subtropicales (Tiecher et al., 2012). La
principal fuente de compuestos organicos de fésforo (Po) lo constituyen animales, biomasa microbiana
y plantas en proceso de descompaosicién (Cerén et al., 2012). El fésforo organico se clasifica en tres
grupos en funcion de los diferentes enlaces de fosforo: (i) Ester fosfato, (i) fosfonatos, (jii) anhidridos
de &cido fosférico (polifosfato organica). A su vez los ésteres de fosfato se subclasifican en:
monoésteres de fosfato y diésteres de fosfato. Los monoésteres de fosfato representan la forma
predominante de fosforo organico en suelos con condiciones aerdbicas y se producen principalmente
como fosfatos de inositol. Los diésteres de fosfato incluyen acidos nucleicos (ADN y ARN), fosfolipidos
y &cidos teicoicos. Por otra parte, los fosfonatos son compuestos unidos por enlaces carbono-fésforo y
tienden a acumularse en suelos acidos. Finalmente, los anhidridos de acido fosforico son considerados
de gran importancia para la transferencia de energia, los mas reconocidos son adenosina difosfato
(ADP) y adenosina trifosfato (ATP) (Huang et al., 2017).

El fésforo también se encuentra en el suelo en forma inorganica (Pi) y comprende entre el 50-70 % del

P total, aunque el contenido puede variar dependiendo del tipo de suelo. El fésforo inorganico se
encuentra formando parte de minerales de Ca, Fe y Al originados por mecanismos de precipitacion y
pueden liberar fésforo muy lentamente por medio de la meteorizacion. Los compuestos de fésforo
inorganico pueden encontrarse en forma de sales en solucidn, sales cristalinas o sales absorbidas por
los coloides del suelo; también pueden formar enlaces de gran estabilidad con hidréxidos de hierro,
aluminio o manganeso y son menos solubles que los compuestos de fésforo organico. El fosforo
disponible para las plantas se encuentra en el suelo en forma de ortofosfatos, que son formas
inorganicas solubles, encontrandose iones monobasicos (H2 PO,™) y dibasicos (HPO, ?) (Behera et
al., 2014).

3.3 Mecanismos de solubilizaciéon de fésforo:

Los microorganismos participan del ciclo natural del fésforo debido a que estan involucrados en varias
transformaciones que sufre el P en el suelo, tienen la capacidad de liberar P soluble de las mezclas
inorganicas y organicas del P total que conforma el suelo a través de la solubilizacion y mineralizacién
(Behera et al., 2014). Se ha reportado la capacidad que tienen algunas especies bacterianas de
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solubilizar los compuestos de fosfato inorganico insolubles, como lo son el fosfato tricélcico, fosfato
dicalcico, la hidroxiapatita y la roca fosférica (Sashidhar et al., 2010). Se puede encontrar mayor
abundancia de microorganismos solubilizadores en condiciones aerébicas y en la rizosfera (Sharma et
al., 2013). Los principales mecanismos de solubilizacion de fésforo empleado por los microorganismos
son: Liberacion de complejos o compuestos que disuelven minerales de fésforo por medio de aniones
de &cidos orgénicos, sideroforos, protones, iones hidroxilo, CO,, ademas de la liberacién de enzimas
extracelulares (mineralizacion del fésforo) ( Sharma et al., 2013).

3.3.1 Produccién de acidos orgéanicos:

La solubilizacion del fésforo inorganico esta determinada por la capacidad que tienen las bacterias
fosfato solubilizadoras (PSB) de liberar metabolitos primarios y secundarios como los acidos organicos
de bajo peso molecular (Khan et al., 2009). Estos acidos pueden aumentar la disponibilidad de
minerales de P inorganicos escasamente solubles (Chen et al., 2008), la liberacion de estos acidos
organicos por las PSB aumenta la solubilizacién de fosfatos fijados en el suelo y por ende la absorcién
de P por la planta, lo que genera altos rendimientos en cultivos y su estudio resulta de gran interés
para la produccion de biofertilizantes (Miller et al., 2010).

Dentro de los acidos organicos producidos por las PSB se reportan el oxalico, citrico, glucénico,
malénico, succinico, malico, oxalacético, acético, isovalerico, fumarico, adipico (Alori et al., 2017),
estos acidos son de bajo peso molecular y poseen uno o mas grupos carboxilo. Dependiendo de las
propiedades de disociacién y el numero de grupos carboxilo, los &cidos organicos tienen carga
negativa, por lo que pueden formar complejos con cationes metalicos en solucién y el desplazamiento
de aniones de la soluciéon del suelo. Los &cidos organicos de bajo peso molecular provienen del
metabolismo de compuestos de alto peso molecular, como carbohidratos, péptidos y lipidos. Los
acidos organicos o carboxilicos son sustancias polares y son capaces de formar puentes de hidrégeno
entre si y con el agua. La mayoria de los acidos organicos producidos por las PSB son alifaticos, es
decir, son acidos no aroméaticos (Mendoza et al., 2010).

La produccién de acidos organicos por las BSP tiene accion directa en la acidificacion, quelacion,
precipitaciéon y las reacciones de 6xido reduccién en la rizésfera. La accidén de los acidos organicos en
la solubilizacion de minerales puede atribuirse a la disminucién en el pH por medio de la extrusién de H
0 por la secrecion de diversos acidos organicos. Adicionalmente, los &cidos organicos llevan a cabo
la formacion de complejos estables con Ca,’, Mg,’, Fes" y Als". Se ha demostrado que los acidos
organicos reducen la precipitacion de fosfato con el hierro y el aluminio. La solubilizacion es el
resultado de la acidificacién del espacio periplasmico, debido a la oxidacion directa de la glucosa o de
otra aldosa por accion del quino proteina glucosa deshidrogenasa. La glucosa se convierte en acido
glucénico y después de dos oxidaciones sucesivas, en el espacio periplasmico, se convierte en acido
2-cetogluconico 6 2,5-dicetoglucénico, siendo este mecanismo reportado como el principal mecanismo
de solubilizacién de fosfato mineral en bacterias Gram negativas (Adhya et al., 2015).

La solubilizacion del fosfato por los acidos organicos depende del pH y la mineralogia del suelo.
Existen dos mecanismos para que esto ocurra. El primero es un intercambio del &cido, por ejemplo, los
H+ provenientes del citrato se intercambian por el P ligado a la superficie de los cristales de Al(OH); o
Fe(OH); reduciéndolos y liberando Il P. El segundo mecanismo depende de la concentracion de los
acidos organicos producidos por las BSP, el cual involucra la formacion de complejos con iones de
metales provenientes de la roca fosférica (Mendoza et al., 2010).



La quelacion es otro de los mecanismos reportados para la solubilizacion de fésforo, la quelacion
implica la formacion de dos o0 mas enlaces coordinados entre una molécula aniénica o polar y un
catién, dando como resultado un complejo con estructura de anillo. Los aniones de acidos organicos,
con grupos hidroxilo y carboxilo que contienen oxigeno, tienen la capacidad de formar complejos
estables con cationes como Ca ?*, Fe ?*, Fe * y Al *, que a menudo se unen con fésforo. Al formar
complejos con los cationes en la superficie del mineral, los aniones de &cidos orgénicos debilitan los
enlaces de cationes-oxigeno de la estructura mineral y catalizan la liberacion de cationes a la solucidn,
también los 4cidos organicos pueden disolver directamente el P mineral por el intercambio anidnico de
fosfato por anién acido (Arcand et al., 2006).

Otros mecanismos de solubilizacion reportados es la produccién de H,S y CO,. Inicialmente el H,S
reacciona con el fosfato férrico para producir sulfato ferroso y asi liberar fésforo. Por otro lado, se ha
sugerido que la actividad de BPS ocurre como consecuencia de la oxidacion microbiana del azufre, la
produccion de nitrato y la formacion de CO,. Estos procesos dan como resultado la formacion de
acidos inorganicos como el acido sulfdrico. Sin embargo, su efectividad ha sido poco aceptada en
comparacion a la produccion de acidos organico (Sharma et al., 2013).

Uno de los mecanismos reportados para la solubilizacién de fésforo sin produccion de acido es la
excrecion de H* proveniente de la asimilacion de NH," por medio de la liberacion de protones que
acomparian la respiracion o la asimilacion de NH,".Los protones que se bombean fuera de la célula
son el principal factor responsable de la solubilizaciéon de P, lo que indica que para diferentes especies
pueden existir diferentes mecanismos de solubilizacion (Sharma et al., 2013).

3.4. Factores que afectan la solubilizacion:

La solubilizacion del fosforo puede verse afectada por diferentes factores, uno de los principales es el
pH, ya que la solubilizacion de los minerales portadores de fésforo es altamente dependiente del pH, a
pH bajos (1,5-6,0) el fosforo es precipitado por el hierro (Fe) y el aluminio (Al) que se encuentran en el
suelo, a diferencia de los fosfatos de calcio (Ca) y magnesio (Mg) que se encuentran a pH altos (6,5-
9,0) (Oburger et al., 2011). La disponibilidad del fosforo esta en un rango muy pequefio de pH entre
6,0 a 7,0, esto se debe principalmente a que dentro de este rango de pH ocurre la maxima solubilidad
de las formas inorgéanicas en el suelo (Wang et al., 2015).

Otro factor importante es la materia organica presente en el suelo, la cual se transforma por la accion
de microorganismos que habitan en estos suelos, a medida que la materia organica se descompone
algunos nutrientes como el carbono, nitrégeno, fésforo y azufre son liberados en el suelo en formas
disponibles para la planta, esto se debe a que la materia organica del suelo se encuentra en mayor
parte con carga negativa, ocasionando que los acidos organicos reaccionen con cationes hidroxilados
como el hidroxido de hierro Fe(OH), o hidréxido de aluminio AI(OH), creando combinaciones
complejas que dan como resultado la inmovilizacién de estos iones, liberando los iones fosfato, por
otro lado la solubilizacion mediada por acidos organicos es favorecida por un contenido de materia
organica de 19.0 g/kg a 23.2 g/kg en el suelo (Wang et al., 2015).

En el suelo la relacion C/N/P es otro factor esencial que puede afectar la solubilizacién del fésforo,
estos elementos son importantes para la todos los seres vivos, de estos elementos el carbono es el
gue se encuentra en mayor porcentaje en suelo, seguido por el nitrégeno y el fésforo, por esta razon la
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poca disponibilidad de este ultimo elemento en el suelo podria ser un factor limitante para los
microorganismos que solubilizan el fésforo. Las proporciones de los elementos pueden variar en
diferentes condiciones como por ejemplo los diferentes tipos de vegetacién y materia orgénica
presente (Sun et al., 2013). La relacién C/N/P que favorece la solubilizacion es de 100/10/1, la cual es
una relacién C/N/P que facilita mecanismos como la mineralizacion y la solubilizacion, ya que al
presentarse esta relacion o valores cercanos a esta, los microorganismos no necesitan inmovilizar e
incorporar el fosforo presente en el suelo a su biomasa, sino que lo pueden trasformar de su
forma orgénica a inorganica haciéndolo disponible para la planta (Stahr et al., 2017).

La temperatura es otro factor influyente que puede llegar a afectar la solubilizacion del fosforo, pues se
ha reportado que a temperaturas de 30 ° C, o mayores, la solubilizacion del fésforo se incrementa,
pero al tener temperaturas bajas, la solubilizacion es menor, esto se debe a que los microorganismos
encargados de la solubilizacion en el suelo son principalmente mesoéfilos y termofilos por lo tanto estan
adaptados a temperaturas altas (Forber et al., 2017), ademas la temperatura es un parametro que
puede determinar la velocidad en la que se producen muchas de las reacciones bioldgicas
(Bustamante et al., 2016).

3.5. Biofertilizantes a base de BPS segun NTC 5843 de 2011.

Los biofertilizantes estan definidos como productos que contienen microorganismos viables y
benéficos, los cuales no deben ser patdégenos para humanos, plantas o animales; estos bioinoculantes
se emplean en agricultura para la fijacion de nitrégeno, promocién del crecimiento vegetal,
micorrizacion, transformacién de materia organica o solubilizacion de materiales portadores de
nutrientes tales como el fésforo; los inoculantes bioldgicos en Colombia estan clasificados en
inoculantes con hongos micorrizogenos arbusculares, inoculantes con bacterias fijadoras de nitrégeno
simbidticas y asimbidticas, inoculantes elaborados con microorganismos solubilizadores de fosfato,
inoculantes hechos a partir de microorganismos promotores de crecimiento vegetal e inoculantes
preparados a partir de microorganismos trasformadores de materia organica para la producciéon de
abonos (NTC 5843 de 2011).

La Norma técnica Colombiana que establece los requisitos de los inoculantes biolégicos empleados en
el sector agricola y los métodos empleados para la verificacion del control de calidad de estos
productos es la referencia normativa NTC 5843 de 2011, los criterios de calidad que debe cumplir un
biofertilizante a base de microorganismos fosfato solubilizadores como lo son algunos hongos,
actinobacterias y bacterias, para ser aceptados por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) se
encuentran en la resolucién 0698 de 2011, resolucién en la cual se establecen los requisitos para el
registro y control de ensayos, productores e importadores de bioinsumos de uso agricola, dentro de
estos requisitos generales establecidos en esta resolucion estan los certificados de existencia y
representacion legal si se trata de persona juridica, o0 matricula mercantil si es persona natural, con
fecha de expedicion no mayor a noventa (90) dias calendario al momento de la presentacion del
formulario de solicitud ante el ICA, por otro lado también se debe contar con documentos que acrediten
las instalaciones como domicilios, laboratorios y plantas de produccion en donde se realicen
actividades relacionadas con biofertilizantes, también se debe contar con un plan de andlisis de control
de calidad en el que se especifique el porcentaje de muestras por cada lote elaborado de acuerdo a lo
gue solicite el laboratorio registrado en el ICA para su respectivo analisis, finalmente la misma
resolucion trata los requisitos para la experimentacion con muestras, estos ultimos requisitos resultan
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relevantes ya que permiten conocer los requisitos para llevar a cabo el trabajo experimental (ICA,
resolucion 0698 de 2011). En la Tabla.1 se presentan los criterios de calidad que debe cumplir un
inoculante bilégico a base de bacterias fosfatosolubilizadoras establecidos por la NTC 5843 de 2011,
estos mismaos criterios se conservan en la NTC que se encuentra en consulta.

Tabla 1. Requisitos de los inoculantes bioldgicos elaborados con bacterias fosfatosolubilizadoras
segun norma técnica vigente NTC 5843 de 2011y NTC del 2018 que se encuentra en consulta.

Requisito Solido Liguido
Concentracién minima por 1x10" ufc/ml o ufc/g 1x10" ufc/ml o ufc/g
cada microorganismo
(NTC 5843 de 2011)

Concentracién minima por 1x10* ufc/ml o ufc/g 1x10%ufc/ml o ufc/g
cada microorganismo
(NTC de 2018 en consulta)

Pureza microbioldgica 95% 95%

Actividad bioldgica,

incremento de biomasa, altura 90% 90%
o desarrollo radical en una Alfa:0.05 Alfa:0.05
especie indicadora y absorcion
de fésforo
Fosforo solubilizado o Especificado por el productor Especificado por el productor

actividad fosfatasa

pH Especificado por el productor Especificado por el productor
Densidad Especificado por el productor Especificado por el productor
Humedad Especificado por el productor NA

En Colombia existen pocos estudios acerca de bioinoculantes, datos del Instituto Agropecuario de
Colombia reportaron que durante el 2017, se registraron alrededor de 173 empresas de bioinsumos,
dentro de las cuales el 54 % de las empresas son importadoras de productos utilizados para el control
bioldgico, el 33 % se encargan de productos biotecnoldgicos para la produccion de microorganismos
promotores de crecimiento vegetal, y tan solo el 13 % de las empresas se encarga especificamente de
la produccién de bioinsumos elaborados a partir de microorganismos usados como bioinoculantes
(Afanador., 2017), dentro de los tipos de inoculantes bioldgicos se encuentran los elaborados con
microorganismos solubilizadores de fosfatos, este tipo de inoculantes en Colombia se usan
principalmente en cultivos de café y cultivos de papa (Posada et al., 2012), en la Tabla 2 se muestran
algunas de las empresas registradas en Colombia durante el 2018, como productoras de
bioinoculantes a base de microorganismos solubilizadores de fosfatos.
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Tabla 2. Empresas registradas durante el 2018 en Colombia como productoras de bioinoculantes a
base de microorganismos solubilizadores de fosfatos.

Titular (nombre razén Cuidad Actividad Tipo de bioinsumo
de la social)
Agroquimicos semillas y Bogota Importador Inoculantes a base de
equipos de riego S.A microorganisnos

solubilizadores de
fosfatos (Pseudomonas
fluorecens).

Alteo S.A.S Cali/Valle del cauca Productor Bioinsumos de uso
agricola, a base de
Pseudomonas fluorecens
y Bacillus megaterium.

Biodyne Colombia S.A.S Chia/ Cundinamarca Productor Inoculante biologico de
uso agricola, a base de
Pseudomonas fluorecens
y Bacillus subtilis.

Biomerk S.A.S Chia/Cundinamarca Productor Inoculante biolégico
liquido y en polvo, a base
de Pseudomonas
fluorecens y Bacillus
subtilis.

Popac S.A.S Huila Importador Bioinsumo de uso
agricola de tipo inoculante
biolégico.

Rizobacter de Colombia Bogota Productor Inoculante biol6gico a
S.AS base de Bradyrhizobium
japanicum y
Pseudomonas fluorecens.

Soluciones microbianas Chinchina/Caldas Productor Bioinoculantes biolégicos
del tropico S.A.S en formulaciones sdlidas,
gel y liquidas.

Un aspecto clave al tratarse de bioinoculantes, es la calidad del mismo, ya que esta asegura a los
agricultores que la aplicacion en campo sera exitosa, dentro de los parametros establecidos para
determinar la calidad de un bioinoculante se encuentra la viabilidad del microorganismo o
microorganismos que lo componen, asi mismo estos se deben encontrar en un vehiculo o soporte
adecuado que los proteja durante el almacenamiento previo a su uso. Es importante tener en cuenta
gue un bioinoculante debe ser facil de aplicar y manejar, de igual manera debe garantizar que los
microorganismos estén protegidos de factores medioambientales que puedan disminuir su viabilidad
asegurando su actividad en el campo (Afanador., 2017).

3.6. Bacilos Gram negativos como solubilizadores:

Las bacterias fosfatosolubilizadoras (PSB) tienen la capacidad de solubilizar compuestos insolubles de
fosfato inorganico como el fosfato tricalcico, dicélcico, hidroxiapatita y la roca fosforica para ponerlo a
disposicion de las plantas para su absorcion, dentro de este grupo de bacterias, estan reportadas
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como solubilizadoras de fosfatos algunos bacilos Gram negativos y algunas bacterias pertenecientes al
género Bacillus sp., dentro de los bacilos Gram negativos se encuentran géneros como Pseudomonas
sp., Enterobacter sp. Serratia sp., entre otros. El principal mecanismo para la solubilizacién de fosfatos,
implica la produccién de &cidos organicos sintetizados por estas bacterias, la produccion de estos
acidos organicos da como resultado la acidificacion del medio en el que se encuentra la bacteria,
como consecuencia el fésforo inorganico es liberado de un fosfato mineral (Ordofiez et al., 2016),
adicionalmente esta reportado que algunos de estos géneros bacterianos ademas de ser excelentes
solubilizadoras de fésforo también pueden ser bacterias promotoras de crecimiento vegetal, esto se
debe principalmente a la produccién de la fitohormona &cido indolacetico (Awais et al., 2017). A
continuacion en la Tabla 3 se presentan los géneros bacterianos mas reportados como solubilizadores
de fosforo, con la produccion de fosforo disponible reportada para cada una'y su viabilidad.

Tabla 3. Géneros de bacterias fosfato solubilizadoras (BFS), produccion de fosforo disponible y

viabilidad.

Bacterias fosfato
solubilizadoras (BFS)

Microscopia

Concentraciéon de Fésforo
disponible (mg/L)

Viabilidad

Pseudomonas sp.
(Kwak et al., 2015)

Enterobacter sp.
(Laral et al., 2011)

Serratia sp.
(Behera et al., 2017)

Bacillus sp.
(Karag6z et al.,, 2012)

Burkholderia sp.
(Lara et al.,, 2011)

Kosakonia sp.
(Bergottini et al., 2015)

Rhizobium sp.
(Siddiga et al., 2016)

Proteobacteria sp.
(Wei et al., 2018)

Streptomyces sp.
(Gopalakrishnan et al.,
2011)

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram positivos

Bacilos rectos Gram
negativos

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram negativos

Actinobacteria Gram
positiva

81,76
(Kwak et al., 2015)

81,09
(Sanchez et al., 2012)

44,84
(Behera et al., 2017)

89,08
(Zhang et al., 2016)

97,29
(Zhang et al., 2016)

No determinado

10,78
(Zheng et al., 2018)

17,68
(Wei et al., 2018)

34,41
(Zhang et al., 2016)

1,0x10" ufc/ml
(Mantilla et al., 2015)

1,0x10° ufc/ml
(Laral et al., 2011)

7,2x10" ufc/ml
(Siddiga et al., 2016)

1,6x10" ufc/ml
(Velineni et al., 2011)

1,0x10° ufc/ml
(Mantilla et al., 2015)

1,0x10™ ufc/ml
(Berger et al., 2018)

6,2x10° ufc/ml
(Siddiga et al., 2016)

1x10° ufc/ml
(Zhang et al., 2016)

4,5x10° ufc/ml
(Tamreihao et al., 2016)

Dentro de los géneros de bacterias identificadas en el presente estudio se encuentra Pseudomonas
koreensis, esta bacteria esta dentro del grupo de promotoras de crecimiento vegetal pues se ha
demostrado que incrementa el desarrollo de la raiz y el contenido de fésforo en plantas, este efecto de

promotor de crecimiento vegetal se le atribuye a esta cepa por aumentar la disponibilidad de
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nutrientes, principalmente el fésforo, la produccion de sideroforos y de fitohormonas (Viruel et al.,
2011), por otro lado Serratia liquefaciens también reportada ampliamente como promotora de
crecimiento vegetal, por su capacidad de producir sideroforos, acido indol acético y solubilizar formas
inorganicas de fosforo (Karlicic et al., 2016), se ha reportado que esta bacteria tiene la presencia de la
enzima fosfatasa acida la cual es responsable de la solubilizacion de fosfato inorgénico, y también es
capaz de solubilizar fosforo por la produccién de acidos organicos (Behera et al., 2013), finalmente se
encuentra Kosakonia cowanii, la cual pesar de no encontrarse ampliamente reportada, algunos
autores también la clasifican como un microorganismo promotor de crecimiento vegetal, ya que se ha
encontrado que esta cepa tiene los genes responsables de la produccion de &cido glucénico para la
solubilizacion de fosforo (Bergottini et al., 2015).

3.6.1 Produccion de acido glucénico para la solubilizacién de fésforo:

Los géneros de bacilos Gram negativos Pseudomonas sp., Kosakonia sp. y Serratia sp., anteriormente
mencionados, han sido reportados como bacterias fosfato solubilzadoras, el principal mecanismo
utilizado por estas bacterias es la produccion de &cidos organicos, no solamente &cido gludnico,
también pueden producir acidos organicos como el acido oxalico, citrico, butirico, malénico, lactico,
succinico, malico, acético, glicénico, fumarico, adipico, indolacético y 2-cetogluconico (Paredes et al.,
2010), los &cidos son producidos por las bacterias fosfato solubilizadoras pues estas bacterias cuentan
con una bateria enziméatica para poder realizar la solubilizacién de fosfatos minerales, las enzimas que
se ven involucradas son la glucosa deshidrogenasa y su cofactor pirroloquinolina (PQQ) (Vessey.,
2003), el gen que codifica para la glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ y su operon es el gen
pgqg, este gen ha sido ampliamente identificado en el genoma de estas bacterias, ademas de genes
gue codifican para enzimas como la lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.28), citrato sintasa (EC 2.3.3.1),
pirofosfatasa inorganica (EC3.6.1.1) y fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1), las cuales son importantes en el
proceso de solubilizacién llevado a cabo por géneros bacterianos como los mencionados
anteriormente (Khan et al., 2017).

Se ha observado que la capacidad de algunos géneros de bacterias Gram negativas para solubilizar
fosfatos insolubles, se presenta como resultado de la oxidacion de la glucosa a 4cido glucéonico por la
via de la glucosa deshidrogenasa, la cual se presenta en el espacio periplasmico de la bacteria y es un
componente en la ruta de oxidacion directa de la glucosa, las enzimas de esta ruta se localizan en la
membrana citoplasmatica, durante esta ruta la glucosa se oxida, este proceso se presenta en el
espacio periplasmico generando la formacion de acido glucénico y 2-cetoglucénico (Babu-khan et
al.,1995), por otro lado para las bacterias Gram negativas solubilizadoras de fosforo las quinoproteinas
resultan de gran importancia, pues regulan los procesos bhioenergéticos, una de las mas importantes
es la quino proteina glucosa deshidrogenasa, la cual se encarga de generar la fuerza motriz de
protones durante la oxidacidn de azlcares controlando una etapa clave en la ruta de oxidacion de las
aldosas que es el mecanismo principal para la utilizacion de azlcares por parte de los
microorganismos, peor esta enzima solo actla cuando esta presente el cofactor PQQ (Beltran., 2014)
lo dicho anteriormente se puede evidenciar en la Figura 1.
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Figura 1. Ruta de la oxidacion de la glucosa a &cido glucénico por la via de la glucosa
deshidrogenasa, se observan las enzimas unidas a la membrana implicadas en el metabolismo de la
glucosa en el espacio periplasmico, Ged (glucosa deshidrogenasa), Gad (gluconato deshidrogenasa) y
PQQ (cofactor), y enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa en el citoplasma, Glk
(glucoquinasa), Zwf (glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa), GnuK (gluconoquinasa), Kguk (2-
cetogluconatoquinasa),KguD (2-cetogluconato-6-fosfatoreductasa). (Esquema realizado a partir de
modificaciones del estudio de Werra et al., 2009).

3.7 Roca Fosforica.

La roca fosférica (RP) es un mineral que presenta un alto contenido de fésforo natural (P) contiene
aproximadamente entre 5-13 % de fésforo inorganico. Se usa principalmente en la agricultura para la
fabricacion de fertilizantes y en algunos casos en la fabricacion de detergentes, aditivos alimentarios y
estabilizacion de metales. Los depésitos de RP se encuentran practicamente en todos los continentes
del mundo, centrandose en los trépicos y subtrdpicos, actualmente la roca fosforica se extrae en mas
de 30 paises, sin embargo, muy pocos paises son productores de este recurso; en Colombia los
principales depdsitos de roca fosfdrica se encuentran en yacimientos minerales y su extraccion se
puede hacer por mineria a cielo abierto o mineria subterranea, los departamentos en los que se
pueden encontrar las mayores reservas de roca fosférica, son Norte de Santander, Boyaca, Huila y
Tolima, siendo Boyacéa en donde se encuentra un mayor porcentaje de reservas de roca fosférica, el
cual es el 39 % del total nacional, seguido por Huila, Tolima y Norte de Santander (Alvarado et al.,
2005). Existen principalmente dos tipos de depdsitos de roca fosforica: Rocas sedimentarias e igneas.
Los depésitos sedimentarios han proporcionado alrededor del 80-90 % de produccién mundial de RP y
los depdésitos igneos alrededor del 10-20 %. Dentro de esos depdsitos se encuentran minerales de
fosfato como: fluorapatita y francolita principalmente en depdésitos sedimentarios y en depdsitos igneos
predominan hidroxilopatita o clorapatita. Por otra parte, la roca fosférica contiene como principal
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macronutriente el fosforo, también contiene Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, B y Mo. Los depdsitos
sedimentarios suelen tener un contenido de 30-35 % aproximadamente de P,Os (Fayiga et al., 2016).

Para la fertilizacion de cultivos de hortalizas como la cebolla, generalmente se utiliza una dosis de
aplicacion de 100 a 200 Kg ha™ de roca fosférica. Tradicionalmente se han venido usando fertilizantes
a base de fosforo que causan impacto medioambiental y generan mayor costo para los agricultores,
por esta razén una de las maneras de generar una agricultura sostenible, es mejorar la eficiencia de la
roca fosférica como fertilizante, empleando bacterias fosfatosolubilizadoras capaces de solubilizar de
manera eficiente, fuentes de fésforo complejas como lo es la roca fosforica, por esto la roca fosférica
es usada como fuente de fésforo en los medios implicados en la produccion de bacterias
fosfatosolubilizadoras, las cuales al mostrar potencial de solubilizacion de este mineral podran ser
usabas en biofertilizantes (Solanki et al., 2015).
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4. Pregunta de investigacion.

¢Es posible utilizar roca fosforica como fuente de fosforo como sustrato para la liberacion de
ortofosfatos por parte de bacterias Gram negativas fosfatosolubilizadoras?

5. Objetivos
5.1 General:
e Aislar bacterias fosfatosolubilizadoras a partir de suelos empleados para la produccion de
Allium cepa y seleccionar las mejores condiciones de produccion para el crecimiento de las

mismas y la liberacion de ortofosfatos.

5.2 Especificos:

Seleccionar bacterias Gram negativas fosfato solubilizadoras a partir de suelos empleados en
la produccion de Allium cepa.

o Determinar las condiciones de producciéon y medio de cultivo que favorecen la produccién de
biomasa y liberacion de ortofosfatos.

e Evaluar la estabilidad en funcion del tiempo, del bioinoculante en presentacion liquida bajo dos
condiciones de almacenamiento.

o Realizar ensayos de germinacién in vitro, en invernadero de semillas de Allium cepa,
empleando las bacterias seleccionadas para verificar su potencial como biofertilizantes.
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6. Metodologia

6.1. Zonas de muestreo.

Se realizaron muestreos en dos zonas de Boyaca, localizadas en Punta Larga y Pesca. El muestreo
fue sistemético y georreferenciado, se obtuvieron 18 puntos de muestreo por cada parcela, esto se
realizé siguiendo la metodologia reportada por Ortega-Blu., 2014 (I Taller Tedrico/practico. Sustrato.
Proyecto Colciencias). En cada punto de muestreo se tomd con una pala a 20 cm de profundidad una
muestra de suelo de 500 g. Todas las muestras fueron rotuladas y transportadas en bolsas de plastico,
contenidas en neveras de icopor al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Suelos de la Pontificia
Universidad Javeriana.

6.2. Aislamiento y seleccion primara.

Para estimar las poblaciones de bacterias totales, bacterias productoras de acido no solubilizadoras
(BPA/NS) y bacterias fosfato solubilizadoras (BPS), se realizaron diluciones decimales y siembra en
superficie 0.1 mL en agar SMRS1 con indicador y en agar Pikovskaya. Las cajas se incubaron a 30 °C
por 72 horas. Se determinaron los recuentos de los tres grupos recuperados en estos medios de
cultivo, los recuentos de bacterias totales fueron todas las bacterias que crecieron en el medio, las
bacterias productoras de acido no solubilizadoras (BPS/NS) fueron aquellas colonias que produjeron
cambio de color en el medio pero no halos de aclaracion en el mismo medio, finalmente las bacterias
fosfatosolubilizadoras (BPS) fueron las que presentaron cambio de color y halo de aclaramiento en el
medio (Kibrom et al., 2017). Adicionalmente, se midié el pH de cada muestra de suelo siguiendo el
protocolo reportado por (Garcia et al., 2015), en el cual se tomaron 10 g de suelo y se llevaron a 50 ml
de agua destilada, esto se llevd al Shaker a 120 rpm durante 20 min, posteriormente implementando
filtros Whatman de 0,85 um la muestra fue filtrada, finalmente al producto de filtracion se le midi6 el
pH.

A partir de las colonias seleccionadas de los dos medios se realizaron subcultivos empleando los
medios SMRS-1 y Pikovskaya para observar las colonias capaces de solubilizar la fuente de fosforo
(fosfato tricalcico) y adicionalmente la acidificacion del medio por el cambio de color del indicador
purpura de bromocresol, para esta prueba se utiliz6 una temperatura de 30 °C durante 48 horas.
Posteriormente, se realizé una coloracion de Gram de cada una de las colonias y se seleccionaron
Unicamente aquellas cuya morfologia correspondia a bacilos Gram negativos cortos. Adicionalmente,
las colonias con la morfologia descrita fueron sembradas por aislamiento en agar King B suplementado
con glicerol 10 ml/L para observar fluorescencia a 366 nm tras la incubacién a 30 °C por 48 horas.

6.3 indice de solubilizacion

Posteriormente, las colonias seleccionadas fueron sembradas en SMRS 1 modificado (se sustituye el
fosfato tricalcico por roca fosférica a 5 g/L). A cada una de las cepas se les determiné el indice de
solubilizacién por la técnica de microgota en agar SMRS1 modificado y como medio de control agar
SMRS1 con fosfato tricalcico Cag(PO,),. La técnica consisti6 en la siembra de 8 microgotas
correspondientes a ocho réplicas de 0,005 ml a partir del inéculo de cada una de las cepas
promisorias, como control en la misma caja una microgota de 0,005 ml de agua, posteriormente la
incubacién se realiz6 a 30 °C por 48 horas (Becerra et al., 2011), se seleccionaron las cepas con los
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indices de solubilizacibn més altos, para esto se hizo una comparacién de medias entre los indices de
solubilizacién (IS) obtenidos para cada cepa (Motamedi., 2016) y una prueba ANOVA de un factor
seguida de una prueba Post-Hoc de Tukey.

IS== (Ec 1)

(Ec 1). Donde A es: Diametro del halo de colonia en mm + didmetro del halo de solubilizacion en mm
B: diametro de la colonia en mm.

6.4. Pruebas de interaccion de Gauze.

Se realizaron pruebas de antagonismo entre las bacterias con el mejor indice de solubilizacion,
seleccionadas en el numeral 5,3, mediante la prueba de difusibn en agar nutritivo usando
suspensiones celulares con una concentracion ajustada al tubo 1 de McFarland (3x10® UFC/mL) de
cada cepa seleccionada, producidas en el medio SMRS-1. Cada una de las cepas fue sembrada de
forma masiva en cajas de Petri diferentes, posteriormente se adicionaron tres sensidiscos
impregnados con una suspension de la bacteria a evaluar cuya concentracion fue la misma de la cepa
sembrada en superficie, de esta forma se obtuvieron tres replicas y como control un sensidisco
impregnado en agua estéril, su incubacion se realiz6 a 30 °C por 24 horas. Se determind el
antagonismo por la presencia o ausencia de halos de inhibicién de crecimiento los halos de inhibicion
fueron tomados en mm, las pruebas estadisticas que se realizadas fueron, una prueba ANOVA de un
factor seguida de una prueba Post-Hoc de Tukey (Cortés et al., 2012).

6.5. Elaboraciéon de bancos primarios y bancos de trabajo.

Las cepas seleccionadas fueron conservadas mediante el método de criopreservacion en eppendorf a
-4 °C, utilizando glicerol al 25 % (v/v) como el agente crioprotector. La viabilidad y pureza del banco se
verifica cada mes, tomando uno de los eppendorf del banco de cada cepa y reactivandolos en agar
nutritivo, para posteriormente realizar una tincién de Gram que permita verificar la pureza del banco,
adicionalmente a partir del mismo vial se realizan diluciones seriadas, que son sembradas en masivo
en agar nutritivo para verificar la viabilidad del banco, esto con el fin de garantizar la calidad de los
bancos (Mesa et al., 2004).

6.6. Pruebas preliminares de solubilizacién en medio liquido.

La prueba de solubilizacién de fésforo se le realizdé a las cepas que mostraron un buen indice de
solubilizaciéon y que no mostraban antagonismo en la prueba de interaccion, ademas se produjeron dos
tipos de biofertilizantes uno en consorcio y el otro en co cultivo con aquellas cepas que no se
inhibieron unas con otras. La solubilizacion se evalu6 en medio liquido SMRS-1 modificado con roca
fosférica, teniendo como medio estandar y/o control el medio SMRS-1 (fuente de fésforo: fosfato
tricalcico 5 g/L). Cada una de las cepas, el consorcio y el co cultivo, fueron inoculados en erlenmeyer
de 100 mL con un volumen efectivo de trabajo de 25 mL y un porcentaje de inoculo del 10%, en ambos
medios liquidos, para su posterior incubacién a 30 °C por 72 horas a 120 rpm. Cada experimento se
realizd6 por duplicado, adicionalmente se usaron dos cepas como controles, correspondientes a
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Pseudomonas fluorescens y a Pseudomonas azotoformans Las variables de respuestas evaluadas
fueron:

6.6.1 Produccion de orto-fosfatos (mg/L):

Para determinar la produccién de orto-fosfatos (mg/L) se utilizé el reactivo Test fosfatos de Merck
Millpore por técnica colorimétrica, en esta técnica los orto-fosfatos en solucién sulfdrica forman con los
iones molibdato, &cido molibdofosférico, que se determinara fotométricamente, a una longitud de onda
de 357 nm con un limite de deteccion de 0,5 a 6 g/L de orto-fosfatos (Mercado., 2017) para verificar
que la solubilizacién se llevé a cabo de manera biolégica y no por factores como la agitaciéon o la
esterilizacion del medio, se midi6 la presencia de orto-fosfatos en medio estéril y puesto en agitacion
pero sin ser inoculado, para posteriormente calcular la diferencia entre los valores de ortofosfatos
obtenidos en los medios inoculados y los valores de ortofosfatos obtenidos en el medio sin inocular.

6.6.2 Consumo de glucosa (g/L):

El consumo de glucosa (g/L) se determiné por la técnica del 4cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), la cual
es una técnica colorimétrica, utilizada para detectar azucares reductores; para esto lo primero que se
realizo fue una curva patrén con el reactivo de DNS, cuyo limite de detecciéon era de 10 g/L de
glucosa, posteriormente se tomaron 10 ml de cada muestra y se centrifugaron a 400 rpm durante 20
min, a partir del sobrenadante se realizaron las diluciones correspondientes para realizar la reaccién
de DNS, teniendo las diluciones de las muestras se tomaron 0,25 ml y se llevaron a tubos HACH y se
les agrego 0,25 ml de reactivo DNS; para iniciar la reaccidén los tubos se calentaron a ebullicion
durante cinco minutos, cumplido este tiempo se detiene la reaccion por inmersion de los tubos en hielo
durante cinco minutos, finalmente se agregaron 2,5 ml de agua destilada y se realizaron las
determinaciones de absorbancia a una longitud de onda de 540 nm, los resultados de absorbancia se
transformaron por medio de la ecuacion de la recta obtenida en la curva patrén a concentracién de
glucosa residual en g/L (Negrulescu et al., 2012).

6.6.3 Recuento de microorganismos:

La produccién de biomasa (UFC/mL), fue determinada en medio SMRS modificado con roca fosférica
5 g/L, glucosa 10 g/L, extracto de levadura 0,5 g/L, (NH,4),SO, 0,5 g/L, KCI 0,2 g/L, MgSO, 0,3 g/L,
MnSQO,4 0,004 g/L, FeSO, 0,0004 g/L, NaCl 0,2 g/L, purpura de bromocresol 0,1 g/L y Agar 20 g/L;
estos recuentos se realizaron por siembra en supertficie hasta la dilucién 10 por triplicado (Oliveira et
al., 2009).

6.7 ldentificacion molecular

Teniendo en cuenta las pruebas de solubilizacion y a las pruebas preliminares se seleccionaron las
seis cepas promisorias, a las cuales se les realizé la reactivacion de los viales a partir del banco de
trabajo del numeral 5.4, esta reactivacion se hizo en agar nutritivo, para su posterior incubacion
durante 48 horas a 30 °C, una vez reactivadas, se realizé el aislamiento de cada cepa para tenerla
purificada y proceder a la identificacion molecular por medio del aislamiento y purificacion del DNA de
cada cepa, para posteriormente amplificar por la técnica PCR la region de 1465 pb del gen ribosomal
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16S, los fragmentos amplificados fueron purificados y secuenciados con los iniciadores 27F, 517F,
800R, 1492R del gen ribosomal 16S, después de esto se hizo la limpieza manual de cada uno de las
secuencias de los fragmentos obtenidos, para realizar el ensamblaje de las secuencias y obtener la
secuencias consenso, a las cuales se les realizdé una identificacion mediante la comparacion contra
bases de datos NCBI (Nation Center of Biotechnology Information,https:/www.ncbi.nlm.nih.gov),
Greengenes (Laurence Berkely National Laboratory, http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi ) y
RDP (Ribosomal Database Project,[http://rdp.cme.msu.edu)/]http://rdp.cme.msu.edu). Las seis cepas
promisorias fueron secuenciadas por la Corporacion CorpoGen (Bogota, Colombia). Igualmente se
realizé la identificacion bacteriana mediante espectrometria de masas utilizando el dispositivo MAIDI-
TOF, esta identificacién se llevé a cabo en la Unidad de Investigacibn en protedbmica y Micosis
Humanas de la Pontificia Universidad Javeriana.

6.8. Seleccion de las condiciones y medio de cultivo que favorecen la produccion de biomasa y fosforo
disponible.

Para seleccionar los componentes del medio de cultivo y las condiciones de operaciébn que
favorecieran el crecimiento del consorcio expresado como (UFC/mL) y la produccion de ortofosfatos
(mg/L), se realiz6 un disefio experimental de tipo Plackett-Burman (PB) con seis factores a dos niveles
(+1; -1) y tres puntos centrales Tabla 4. Como control se emple6 el medio SMRS-1 estandar y cada
uno de los medios del disefio sin inocular con el consorcio y co cultivo respectivamente. Los resultados
fueron tratados con un modelo teérico que permitié relacionar las variables de respuesta con los
factores y sus respectivos niveles. Para el este tipo de disefios el modelo de primer orden que se
utiliza se presenta en la ecuacion 2.

Y=Bo+ZBi Xi (Ec.2)

Dénde: Y es la respuesta (Recuento de BPS en UFC/mL y concentracion de ortofosfatos en mg/L), Bo
es el intercepto del modelo y Bi es el coeficiente estimado para cada factor Xi. El analisis de datos se
realiz6 usando el programa Desing Expert 9.0 para andlisis de varianza (ANOVA) y andlisis de
regresion. Para para determinar diferencias entre tratamientos, se realiz6 una prueba de
comparaciones multiples post-hoc (Prueba de Tukey) empleando el programa estadistico SAS 9.0,
usando un nivel de significancia para todas las pruebas del 5% (0=0.05).

El montaje de los experimentos se realizé en Erlenmeyer de 100 mL que contenia 25 mL de los
medios evaluados, se inocularon de acuerdo con las combinaciones del disefio experimental (Tabla 1)
y se incubaron a 25 °C. Al completar cada uno de los tiempos evaluados (factor F) se retiraron los
Erlenmeyer de Shaker y se determiné el recuento de colonias BPS y concentracion de ortofosfatos.
Para el recuento de colonias se realizaron diluciones decimales y siembra en superficie en agar
SMRS-1 modificado con roca fosférica. Las cajas se incubaron por 48 horas a 25 °C (Angulo et al.,
2012). La determinacion de la concentracion de ortofosfatos los cultivos se centrifugaron 20 min a
4000 rpm y se recuperé el sobrenadante para determinar la concentracion ortofosfatos en solucion
empleando el Kit Test fosfatos De Merck a una longitud de onda de 357 nm.
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Tabla 4. Disefio experimental Plackett-Burman para el disefio de medio de cultivo y condiciones de
operacién a escalar de Erlenmeyer

Factores evaluados

Tratamiento A B C D E F
Fuente de Fuente de Fuente de Agitacion  Indculo (%) Tiempo
fosforo g carbono g nitrégeno g rpm horas

L* L* Lt
1 5 5 0.25 200 10 48
2 25 5 0.5 120 10 48
3 5 2.5 0.5 200 5 48
4 2.5 5 0.25 200 10 12
5 25 25 0.5 120 10 48
6 25 25 0.25 200 5 48
7 5 2.5 0.25 120 10 12
8 5 5 0.25 120 5 48
9 5 5 0.5 120 5 12
10 25 5 0.5 200 5 12
11 5 2.5 0.5 200 10 12
12 2.5 2.5 0.25 120 5 12
13 3.75 3.75 0.375 160 7 48
14 3.75 3.75 0.375 160 7 48
15 3.75 3.75 0.375 160 7 48

Para el andlisis de resultados se emplearon los programas estadisticos Design Expert® 9.0 y SAS 9.0
para Windows. El primer analisis consisti6 en una prueba ANOVA para seleccionar los factores mas
influyentes y los porcentajes de contribucion, a continuacion se realizar4 una prueba Post-Hoc de
Tukey, para establecer diferencias significativas entre tratamientos (Ferreira et al., 2016).

6.9. Cinéticas de produccion.

Se realizaron cinéticas de produccion en funcién de 48 horas para determinar la produccién de
biomasa (Log;o UFC/ml), produccion de fésforo en solucién, el cual se determiné utilizando el reactivo
Test fosfatos de Merck Millpore en la muestra centrifugada y fosforo disponible como ortofosfatos
(mg/L), pH, glucosa residual (g/L), rendimiento de producto/ sustrato y la productividad volumétrica en
el tiempo. Estas cinéticas se llevaron a cabo tanto para el co cultivo y para el consorcio y de acuerdo
con los resultados obtenidos en el numeral 5.7, se utiliz6 el medio seleccionado, estas cinéticas
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se realizaron por secuestré de Erlenmeyer, teniendo tres réplicas por cada hora evaluada, para esto
se utilizaron Erlenmeyer de 100 ml con un volumen efectivo de trabajo de 25 ml y un porcentaje de
inoculo del 10 % (Silveston et al., 2007).

La curva se realiz6 en funcion de 12 horas, durante este tiempo se determinaron los parametros
previamente mencionados, para el caso del consorcio se realiz6 un muestreo inicial, media hora, una
hora y partir de este, se hicieron muestreos cada hora hasta la hora 12, en el caso del co cultivo los
muestreos se hicieron cada dos horas hasta la hora 12, en estas curvas se determiné mediante el uso
de las ecuaciones correspondientes, mostradas a continuacion, los parametros de producciéon como
rendimiento de biomasa en glucosa, rendimiento de fosforo disponible y fosforo en solucibn como
ortofosfatos en glucosa, productividad volumétrica para la biomasa y productividad volumétrica para
ortofosfatos y las pruebas estadisticas que se realizaran seran una prueba ANOVA de un factor
seguida de una prueba Post-Hoc de Tukey (Cortés et al., 2012).

Pf — Pi
Si— Sf

Yp/s= (Ec 3)

(Ec 3) Donde Y p/s es: rendimiento producto (orto-fosfatos) sobre sustrato (glucosa), Pf: producto final,
Pi: producto inicial, Si: sustrato inicial, Sf: sustrato final.
Xf —Xi
T

Productividad biomasa = (Ec4)

(Ec 4) Donde Xf: biomasa final, Xi: biomasa inicial, T: tiempo donde se alcanza la maxima biomasa.

Pf— Pi

Productividad producto = (Ec5)
(Ec 5) Donde Pf: producto final, Pi: producto inicial, T: tiempo en donde hay mas producto (orto-
fosfatos)

6.10 Pruebas de estabilidad:

Se realizé la prueba de estabilidad del consorcio y el co cultivo en medio liquido, para esta prueba se
utilizaron Erlenmeyer de 2L con un volumen efectivo de trabajo de 800ml. Cada tratamiento es decir el
consorcio y el co cultivo se cultivaron en un Shaker durante 12horas a 30 °C y 120 rpm por duplicado,
el volumen total del lote fue subdividido en alicuotas de 30mL, que se transfirieron por triplicado
a tubos Falcén de 50mL estériles. Las submuestras se almacenaran a dos temperaturas, 4 °C en
refrigeracion y a temperatura ambiente 14 °C, se realizaron muestreos iniciales, a los 5, 30 y 60 dias,
para valorar el recuento de colonias y la produccién de ortofosfatos en funcién del tiempo bajo dos
temperaturas de almacenamiento y para poder determinar la vida media del producto. Con los
resultados obtenidos se realizé una comparacion de medias entre tiempos y temperaturas para
establecer si se obtuvieron o no diferencias significativas (Swati et al., 2015).

6.11 Pruebas de germinacion in vitro e invernadero usando semilla de Allium cepa

Para las pruebas de germinacioén in vitro se tomaron 20 semillas de Allium cepa y se colocaron por
triplicado en cajas de Petri de 9,0 cm de diametro que contenian papel de filtro whatman. A cada caja
se le adicionaron 5 mL de una suspensién del consorcio o co cultivo, Pseumonas korensis, Kosakonia
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cowanni y Serratia liqguefaciens a una concentracion de 7 Log;o ufc/ml, obtenidas a partir del cultivo de
cada cepa, del consorcio (Pseumonas korensis, Kosakonia cowanni y Serratia liquefaciens) y del co
cultivo (Pseumonas korensis y Serratia liquefaciens) en Erlenmeyer de 100 ml con un volumen efectivo
de trabajo de 25 ml y el 10 % de inoculo durante 12 horas. Como control se emple6 agua destilada.
Las cajas se incubaron por 5 dias a 20 °C en oscuridad. Al finalizar el tiempo de germinacion se
determind el porcentaje de germinacion de semillas comparando contra el control y se realiz6 una
comparacion entre tratamientos, entendiéndose como el consorcio, el co cultivo y las cepas por
separado. Para determinar si alguno de los tratamientos tenia efecto negativo o positivo sobre la
germinacion y el crecimiento de las plantulas de cebolla Allium cepa, se desarrollaron dos disefios
experimentales.

6.11.1 Pruebas de germinacion in vitro

Se busca evaluar la germinacion de semillas in vitro; para esto se utilizaron cajas de Petri por
triplicado, a las cuales se les coloco un filtro Whatman No 3, el cual fue humedecido con 5ml de cada
uno de los tratamientos y como control agua destilada, posteriormente en cada caja de Petri se
adicionaron 20 semillas de Allium cepa, correspondientes al 100 % por cada caja, estas cajas se
cubrieron con papel aluminio y se almacenaron a 20 °C por 5 dias (Alvarez et al., 2017) , transcurrido
este tiempo se determind el porcentaje de indice de germinacion IG (%) utilizando la Ecuacién 6, la
cual se presenta a continuaciéon (Zuconni et al., 1985), finalmente con los datos obtenidos se realizd
una comparacion de medias entre el consorcio, co cultivo y cada cepa por separado para determinar
diferencias significativas entre tratamientos, con ayuda del programa estadistico SAS 9.0 ®.

16% = L 100 Ec6
O_GC*LCX (Ec 6)

(Ec 6). Donde G corresponde al promedio de las semillas germinadas durante el tratamiento valorado,
L (mm) es el promedio de longitud de la radicula de la muestra, Gc es el pomedio de las semillas
germinadas en el control con agua detilada y Lc (mm) es el promedio de la longitud de la radicula en el
control con agua destilada.

6.11.2 Pruebas de germinacién y crecimiento en invernadero

En el segundo disefio experimental se realizaron las pruebas de germinacién en invernadero, para la
realizacion de estas pruebas se utilizd suelo proveniente de Topaga Boyaca, este suelo fue
esterilizado en dos ciclos cuyo intervalo era de 24 horas, la esterilizacion se hizo en autoclave durante
15 min, 15 Ibs de presion y 120 °C, posteriormente el suelo se irradio con luz ultravioleta a 254 nm
durante 12 horas, las pruebas de germinacién en invernadero se realizaron en la ciudad de Bogota a
temperatura variable que dependi6 de los cambios climaticos durante el periodo de evaluacién de dos
meses. Se emplearon por triplicado vasos de 266 ml a los cuales se les adiciono 100 g de suelo, no se
adiciono ningun fertilizante quimico u organico. En cada vaso se colocaron 7 semillas a 3 cm de
profundidad y se cubrieron con suelo, a ese suelo se le adicionaron 10 ml, valor que corresponde a la
capacidad de campo del suelo, los 10 ml correspondian a la suspensién del consorcio, co cultivo y
cada cepa por separado, como control se tenian vasos en los cuales Unicamente se adiciono agua.
Cada experimento se rego cada 4 dias por un periodo de dos meses correspondientes al periodo de
experimentaciodn y al finalizar este periodo, se determiné el porcentaje de germinacion de semillas a
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plantulas (Ec 6,) pH del suelo, peso seco aéreo y peso seco radical, recuento de BPS totales, BPS por
morofotipo, finalmente se realiz6 una comparacion de medias entre consorcio y cepas por separado
para establecer diferencias significativas entre tratamientos empleando el programa estadistico SAS
9.0®.
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7. Resultados y discusion
7.1. Zonas de muestreo.

El aislamiento de bacterias fosfatosolubilizadoras se realizé a partir de las muestras tomadas en los
lotes A (Punta larga, Boyacd) y C (Pesca, Boyacd), estos muestreos fueron georrefernciados y
sisteméticos tal y como se muestra en la Figura 2, las dos parcelas en las que se muestreo
correspondian a cultivos de Allium cepa y se encuentran ubicadas en el departamento de Boyaca
(Colombia).

Figura 2. (A) Zona de estudio finca de San Juan ubicada en la vereda de Punta Larga, en el
municipio de Nobsa Boyacé correspondiente al Lote A, con un area de 3000m?, con coordenadas
5°44°35.5"N72°58°52.7"W, (B) Zona de estudio finca La Vega ubicada en la vereda llano grande, en el
municipio de Pesca Boyacé correspondiente al Lote C, con un &rea de 9000m?, cuyas coordenadas
son 5°36°58.5"N73°01°42.0"W, en los dos lotes se realizé muestreo georreferenciado y sistematico.

Ambas parcelas corresponden a cultivos de la variedad vegetal Allium cepa, estas hortalizas requieren
de un manejo apropiado de nutrientes en el suelo donde se encuentran cultivadas, dentro de estos
nutrientes es importante destacar al fosforo, ya que este es un macronutriente esencial para que el
desarrollo radicular se dé rapidamente al igual que el desarrollo del bulbo durante el los primeros dos
meses, si se presenta deficiencia de fosforo puede haber reduccion en el tamafio del bulbo y retrasar
la maduracién, lo cual generaria pérdidas para los agricultores. Para tener un buen rendimiento en el
cultivo de cebolla, la absorcion total de P por planta debe estar entre 22 a 28 kg de P/ha al momento
de la cosecha, el bulbo por su parte acumula el 48 % del fosforo absorbido, al inicio de su desarrollo
necesita 1 mg/planta y termina requiriendo de 4 a 5 mg/planta (Horneck., 2004; Moraes et al., 2016).
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7.2. Aislamiento y seleccion primara:

A partir de las muestras de suelo tomadas de cultivo de cebolla Allium cepa en el departamento de
Boyacd se recuperaron las bacterias solubilizadoras de fosfato por medio de la formacién de halos de
aclaramiento en medio Pikovskaya y acidificacion en medio SMRS-1. En cada lote, Ay C se tenian 18
puntos de muestreo, para un total de 36 muestras de cada muestra de suelo se tenian 500 g, a partir
de cada una de estas muestras se identificd la poblacion de bacterias totales, bacterias productoras de
acidos y baterias solubilizadoras por punto de muestreo, ademas se realizd la mediciéon de pH del
suelo en cada una de las muestras, los resultados obtenidos en los dos lotes muestreados se
muestran en la Figura 3.
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Figura 3. (A) Recuento de colonias expresado en Log;,de UFC/g de suelo del Lote A perteneciente a
la finca de San Juan, en donde se diferencian las poblaciones de UFC/g de suelo de bacterias totales,
UFC/g de suelo de bacterias productoras de acidos y UFC/g suelo de bacterias solubilizadoras. (B)
pH del suelo en cada uno de los puntos de muestreo tomados en el lote A, (C) Recuento de colonias
expresado en Log;, de UFC/g de suelo del Lote C perteneciente a la finca La Vega, en donde se
diferencian las poblaciones de UFC/g de suelo de bacterias totales, UFC/g de suelo de bacterias
productoras de acidos y UFC/g suelo de bacterias solubilizadoras. (D) pH del suelo en cada uno
de los puntos de muestreo tomados en el lote C.
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En total se tenian 36 puntos de muestreo de suelo, de estos puntos muestreados se recuperaron 51
aislamientos de bacterias pertenecientes al lote Ay C con capacidad para solubilizar roca fosférica, en
el lote A se identificaron 16 aislamientos y los recuentos oscilaban entre 8 Log,o UFC/g y 9 Log;q UfC/g
de bacterias fosfato solubilizadoras (BPS), mientras que en el lote C se identificaron 18 aislamientos y
los recuentos se encontraban entre 8,3 Log,o UFC/g y 8,5 Log,o UFC/g de BPS, como se puede
evidenciar en la Figura 3A y 3C. La poblacién de microorganismos solubilizadores de fdosforo
presentes en los lotes muestreados, fue mayor en comparacion con los estudios realizados por
Azziz et al., 2012 donde reportaron que las poblaciones de bacterias solubilizadoras de fosforo fueron
de 4,8 Log;,UFC/g a 6,8 Log;oUFC/g en muestras de suelos agricolas usados para cultivar legumbres
y algunas hortalizas como lo es la cebolla, una de las razones por las que se obtuvo un mayor
recuento de la poblacién de bacterias fosfato solubilizadoras, es que para la recuperacién y
aislamiento de esta poblacion, se implemento fosfato tricalcico en el medio de pre enriquecimiento y en
los dos medios utilizados para la siembra, ya que el fosfato ticalcico es considerado como un factor
importante para el aislamiento de microorganismos con capacidad de solubilizar fésforo, pues es una
fuente de fosforo inorganica facil de solubilizar (Bashan et al., 2012) y en los medios SMRS1 y
Pikovskaya el fosfato tricalcico es la Unica fuente de fosforo inorganica que puede ser utilizada por las
PSB, también se puede atribuir la alta poblacion de bacterias fosfatosolubilizadoras en los aislamientos
realizados, a que se ha reportado que en el suelo pueden habitar bacterias, hongos y actinobacterias
solubilizadores de fésforo, sin embargo se considera que las bacterias son mas eficientes que los
hongos, por lo tanto, la poblacién de bacterias predomina en un 50 % en el suelo (Behera et al., 2013).

Por otro lado, los resultados que indican una alta poblacion de bacterias fosfato solubilizadoras en
estos dos lotes, se pueden atribuir al manejo de los agricultores en ambas parcelas, ya que para el
manejo del fosforo y otros nutrientes en estos cultivos se utilizan fertilizantes como el Abundagro, el
cual es un fertilizante organico-mineral que contiene muchos de los nutrientes que la planta necesita,
los componentes de este fertilizante se muestran en la Tabla 5, para suplir los requerimientos de
fésforo este fertilizante contiene escorrentias de toma es decir residuos de roca fosférica y roca
fosférica, esta roca ha sido ampliamente estudiada para su uso en biofertlizantes como el Abundagro,
por ser una forma de intensificar de manera sostenible la produccion de fertilizantes obteniendo una
mayor productividad y ganancias econémicas (Ordofiez et al., 2017). Ambas parcelas fertilizadas con
200 kg/ha de Abundagro, tenian la presencia de roca fosférica, la cual pudo actuar como una fuente de
fosforo inorganica incrementando de esta manera la poblacion de bacterias fosfato solubilizadoras.

Tabla 5. Componente del fertilizante Abundagro, utilizado en las parcelas muestreadas.

Nutriente g/Kg
Nitrégeno (N) 2,8

Fosforo (P) 98
Roca fosférica

Potasio (K) 22,5

Calcio (Ca) 220

Oxido de calcio
Magnesio (Mg) 11
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Azufre (S) 1,3

Manganeso (Mn) 6,0
Boro (B) 0,1

Zinc (Zn) 0,02
Hierro (Fe) 60

Escorrentias de toma

Silicio (Si) 0,2

Cobre (Cu) 0,02
Sodio (Na) 20

Sales acompafiadas de Na

Materia organica 80
Humus (pasto)

Por otro lado, otro factor importante para que se lograran seleccionar y recuperar estas altas
poblaciones de bacterias fosfato solubilizadoras, fue el tipo de suelo en el que se realizaron los
muestreos, pues se ha reportado que la poblacion de bacterias fosfato solubilizadoras es mayor en
suelos agricolas que en suelos estériles que nunca han sido utilizados para el cultivo, esto se debe a
que en los suelos agricolas se tiene mayor contenido de materia organica y material vegetal que puede
ser utilizado por los microorganismos para desarrollarse e incrementar su poblacion (Kataoka et al.,
2017) lo dicho anteriormente se ve reflejado en el estudio realizado por Paul et al., 2018 en el cual
comparan la poblacién de microorganismos fosfato solubilizadores en diferentes tipos de cultivos con
suelos estériles no utilizados para el cultivo, los resultados indicaron que la poblacién era mayor en los
suelos que han sido utilizados para cultivos de diferentes especies vegetales, en este mismo estudio
también compraron la concentraciéon de microorganismos en funcién de la profundidad de los puntos
de muestreo, teniendo como resultado que la mayor cantidad de bacterias fosfato solubilizadoras se
encontraba en el suelo superficial, es decir en la capa de 0-15 cm de profundidad (Paul et al., 2018),
Lo que concuerda con los altos recuentos obtenidos de bacterias totales, bacterias productoras de
acidos y bacterias fosfato solubilizadoras a que los muestreos se realizaron a 20 cm de profundidad es
decir en la capa superficial del suelo en donde la poblacién de fosfato solubilizadoras es mayor.

En la Figura 3B y 3D se puede observar el comportamiento del pH en ambos lotes, en la figura 3B se
puede evidenciar que el pH del lote A oscila entre 7.5-8.5, lo que resulta en que el P presente en el
suelo puede estar disponible para la planta en forma de ortofosfatos, ya que en valores de 6-7 se
encuentra disponible para la planta incluso si el fésforo este precipitado con hidréxidos de Al, Fe y Mn.
También se puede evidenciar que el pH alcanza valores de 8 indicando que el P puede estar
precipitado con minerales de Ca presentes en el suelo, en la Figura 3D se observa que el pH del lote C
correspondiente a la finca La Vega donde el pH oscila entre 5.5-7.5, esta variacion de pH con respecto
al lote A puedo afectar la recuperacion de bacterias fosfato solubilizadoras, por esto los recuentos
obtenidos en el lote C fueron menores que los obtenidos en el lote A, ademas en el lote C al
presentarse valores de pH &cidos, el P va a precipitarse con hidroxidos de Al, Fe y Mn (Rashmi et al.,
2014).
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A partir de la seleccién de colonias que presentaron capacidad para solubilizar fésforo en medio
Pikovskaya y SMRS, se realizé la identificacion macroscépica y microscopica de cada una de las
colonias, esta identificacion se presenta en la Tabla 6 y en la Figura 4.

Figura 4. Microscopia (Bacilos Gram negativos) de algunas de las colonias seleccionadas, (A) cepa
con codigo Al7, (B) cepa con codigo C7, (C) cepa con codigo A18.

Tabla 6. Descripcion macroscépica y microscépica de cada una de las bacterias con actividad
fosfatosolublizadora, aisladas en los lotes Ay C, en donde el 93 % correspondian a bacilos Gram
negativos y el 7 % a bacilos Gram positivos.

Cédigo cepa Descripcion Descripcion microscoépica
Lote A Macroscolpica
A5 Colonias de color blanco- crema, lisas, de Bacilos Gram positivos
borde regular.
A6 Colonias de color blanco- crema, lisas, de Bacilos Gram positivos
borde regular.
A7 Colonias grandes, de color amarillo Bacilos Gram negativo
guemado, lisas de borde irregular
A8 Colonias grandes, de color amarillo, lisas de Bacilos Gram negativo
borde irregular
A9 Colonias grandes, de color blanco, lisas de Bacilos Gram negativo
borde regular
A10 Colonias de color blanco- crema, rugosas, de Bacilos Gram positivos
borde irreregular.
All Colonias pequefias, de color blanco, lisas de Bacilos Gram negativo
borde irregular
Al12 Colonias pequefias, de color amarillo, lisas Bacilos Gram negativo
de borde regular
A13 Colonias grandes, de color crema, rugosas Bacilos Gram negativo
de borde irregular
Al4 Colonias grandes, de color blanco, rugosas Bacilos Gram negativo
de borde irregular
Al5 Colonias grandes, de color blanco, lisas de Bacilos Gram negativo
borde regular
Al6 Colonias grandes, de color blanco, lisas de Bacilos Gram negativo
borde irregular
Al7 Colonias pequefias, color crema-amarillo Bacilos Gram negativo
borde regular lisas.
A18 Colonia grande, de color blanco-crema, lisa Bacilos Gram negativo
de borde regular
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Al19

A20

A21

A22

C5

C6

Cc7

C8

C9o-1

C9-2

C10

C11

C12

C13

C14

C15

C16

C17

C18

C19

C20

c21

Cc22

C23-1

C23-2

Colonias pequenfas, de color blanco, lisas de
borde regular.

Colonias grandes, de color blanco, lisas de
borde irregular

Colonias grandes, de color blanco, lisas de
borde irregular

Colonias pequenfas, de color amarillo,
rugosas de borde irregular

Colonias grandes, de color amarillo
quemado, lisas de borde irregular.
Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde regular.

Colonias pequenias, de color blanco
Lisas, borde regular
Colonias grandes, de color blanco, lisas de
borde regular.

Colonias pequefias, de color amarillo
quemado, lisas de borde irregular.
Colonias grandes, de color blanco, lisas de
borde regular.

Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde regular.

Colonias de color blanco- crema, rugosas, de
borde irregular.

Colonias grandes de color crema, con borde
regular, cremosas y lisas.

Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde regular.

Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde regular.

Colonias pequefias, de color crema, rugosas
de borde irregular.

Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde regular.

Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde irregular.

Colonias grandes, de color amarillo
quemado, lisas de borde irregular.
Colonias de color blanco- crema, lisas, de
borde irregular.

Colonias pequefias rosadas, de borde
regular, cremosas.

Colonias de color blanco- crema, rugosas, de
borde irregular.

Colonias grandes, de color crema, lisas de
borde irregular.

Colonias pequefias, de color blanco, lisas de
borde regular.

Colonias pequefias, de color amarillo-crema.

Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram negativo

Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Levadura
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram positivos
Levadura
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram negativo
Bacilos Gram negativo

Bacilos Gram negativo

En la Tabla 6 se puede observar que la morfologia mas predominante en los lotes A y C fueron
Bacilos Gram negativos con un porcentaje del 93 %, seguido por la poblacién de Gram positivos cuyo
porcentaje correspondié al 7 %, segun estudios reportados por Mohammadi., 2012 los géneros de
bacterias fosfatosolubilizadoras que mas predominan en el suelo corresponden a Pseudomonas sp.
Enterobacter sp, y Rhizobium sp, siendo estos géneros bacilos Gram negativos, lo que sugiere que se
puede llegar a considerar que alguno de estos géneros de bacterias corresponde a los aislamientos

obtenidos, sin embargo, para ello es necesario realizar una identificacion molecular.
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El interés de buscar especificamente bacterias con morfologia correspondiente a bacilos Gram
negativos, es que diferentes géneros bacterianos con esta morfologia han sido ampliamente
reportados como bacterias solubilizadoras de fosfatos, ademéas de que diferentes autores reportan que
las poblaciones de bacilos Gram negativos son las mas abundantes en el suelo, sobretodo en suelos
de tipo agricola, debido a que este grupo se caracteriza por descomponer la materia organica, hacer
disponible el fésforo, y producir compuestos que promuevan el crecimiento de las plantas (Kim et al.,
2011), lo dicho anteriormente concuerda con los estudios realizados por Lizarazo et al., 2014 en el cual
guerian evaluar la microbiota presente en la rizosfera de suelos cultivables, los resultados indicaron
gque el grupo de microorganismos que mas predomino, fueron bacilos Gram negativos,
especificamente bacterias del genero Pseudomonas sp., seguido por actinobacterias, hongos
filamentosos y levaduras, se puede decir que la alta poblacién de bacilos Gram negativos en
comparacion con otros microorganismos, se debe a que este grupo de bacterias tiene una gran
diversidad metabdlica y presenta una relevante intervencion en diferentes ciclos como el ciclo del
carbono, nitrégeno, fésforo y azufre (Spain et al., 2009).

7.3 indice de solubilizacién utilizando roca fosférica:

A partir de los resultados obtenidos en el aislamiento y seleccién primaria, se descartaron las bacterias
cuya morfologia no correspondia a Bacilos Gram negativos, en total se seleccionaron 28 cepas para
realizar la prueba del indice de solubilizacién, en la cual se evaluaron las cepas con mejor capacidad
de solubilizar la fuente inorganica de fésforo, en esta prueba se remplazo el fosfato tricalcico por la
roca fosforica como fuente de fésforo en el medio SMRS1 modificado, ya que se queria evaluar el
potencial de solubilizacion de la roca fosforica por parte de las bacterias previamente seleccionadas,
los resultados del indice de solubilizacion de cada cepa se muestran en la Figura 6, algunas imagenes
de esta prueba se presentan el la Figura 5.

Figura 5. Prueba indice de solubilizacion (A) Cepa A19, cepa con uno de los mejores mejor indice de
solubilizacion, (B) Cepa C23-1, cepa con un buen indice de solubilizacion, (C) Cepa C15, cepa con uno
de los indices de solubilizacion mas bajos, con un pormedio de ocho replicas por cepa.
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Figura 6. Resultados de la evaluacién cuantitativa en medio sélidolido SMRS-1. Se representa
el indice de solubilizacién en funcién de cada cepa. Los resultados con letras distintas significan
diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo al andlisis estadistico Post-Hoc de Tukey, en donde se
tenia un promedio de ocho repeticiones por cepa.

Los resultados de la prueba del indice de solubilizacion, realizados con las 28 bacterias previamente
asiladas, mostraron que todas las bacterias eran capaces de solubilizar la roca fosférica utilizada como
fuente de fosforo, ya que todas las bacterias evaluadas tenian un buen indice de solubilizacién; para
las mejores bacterias los valores del indice de solubilizacién fueron 3,2, 3,0, 2,9 , 2,8, 2,8 y 2,7 por
parte de las cepas C3-2, C3-1, C1-1, A19, A4 y C9-2 respectivamente, mientras que la cepa que
mostro el menor IS fue la cepa Al2 con un valor de 1,5, sin embargo todos los valores son
considerados como aceptables para un microorganismo fosfato solubilizador segun Ortega et al., 2003.
Ademas mediante esta prueba se puedo establecer que las cepas aisladas tienen la capacidad de
solubilizar el fésforo inorganico presente en la roca fosférica, esta capacidad de las bacterias fosfato
solubilizadoras aisladas de cultivos, ha sido ampliamente reportada (Arcand et al., 2006). La medicion
del indice de solubilizacién se realizé con las bacterias que presentaron un halo de aclaramiento
notable y que promovieron que el indicador de pH purpura de bromocresol cambiara el color del medio
de purpura a amarillo por la acidificacion del mismo, esto ocurre debido a que las bacterias fosfato
solubilizadoras solubilizan la fuente fosforo inorgéanica presente en el medio, en este caso la roca
fosférica la cual se encuentra en forma insoluble y pasa a formas solubles, este potencial de
solubilizacion se atribuye a la capacidad de las cepas de reducir el pH del medio (Hariprasad et al.,
2009), esto generalmente ocurre por la accion de &cidos organicos tales como el &cido gluconico,
acido oxalico, o el acido citrico, entre otros, los cuales son secretados por las bacterias fosfato
solubilizadoras, solubilizando el fosfato mineral y generando una mayor disponibilidad de fosforo
(Pande et al., 2017).

33



La diferencia entre el tamafio de los halos se debe principalmente a la capacidad de solubilizar la roca
fosforica, es decir que la relacion entre la capacidad de las bacterias de solubilizar esta fuente de
fosforo inorganico en el medio es directamente proporcional con el tamafio y la claridad que se
evidencia en los halos de solubilizacién, por otro lado en algunos casos se evidenciaba mayor
acidificacion del medio por el cambio de color del indicador de pH purpura de bromocresol, pero no se
evidenciaban muy claros los halos de solubilizacion esto puede atribuirse a la producciéon de acidos
organicos a partir de la glucosa del medio pero no a la solubilizacion de la roca fosférica (Alam et al.,
2002).

Se han reportado que algunos géneros de bacterias Gram negativas, son los que mejores indices de
solubilizacion tienen, en el estudio realizado por Motamedi el at., 2016 se evalud el potencial de
solubilizacion de diferentes bacterias, dentro de las que se encontraban géneros como Serratia sp.,
Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Burkholderia sp., entre otras, los indices de solubilizacién de
estas bacterias oscilaron entre 1,3 a 4,7, mostrando resultados similares a los obtenidos en este
estudio, las bacterias con los mejores resultados de indice de solubilizacibn en el estudio
anteriormente reportado correspondian a bacterias Gram negativas, sobretodo reportaron a
Pseudomonas sp. como uno de los géneros bacterianos con mayor capacidad de solubilizacién. Lo
anterior concuerda con el estudio de Paul et al., 2017 en donde se compard el potencial de
solubilizacion tres bacterias Gram positivas con tres bacterias Gram negativas, obteniendo como
resultado que el mejor indice de solubilizacion en medio SMRS-1 era de 2,8 y este también fue
obtenido por una bacteria del genero Pseudomonas.sp., los otros indices de solubilizacion altos,
también fueron logrados por bacterias Gram negativas y concuerdan con los resultados obtenidos en
este estudio.

Por otro lado, otro factor importante que se debe tener en cuenta es la fuente de fésforo del medio, ya
gue en el estudio de Paul et al., 2017 utilizaban fosfato tricalcico como la fuente de fésforo inorganica
del medio, a diferencia de este estudio en donde la fuente de fosforo evaluada fue la roca fosforica, sin
embargo se lograron obtener resultados muy parecidos a pesar de que la roca fosférica sea mas dificil
de solubilizar por las bacterias fosfato solubilizadoras (Xiao et al., 2013), esto sucede porque en la roca
fosforica el fosforo se encuentra acomparfiado por otros elementos como el carbono, sodio, magnesio y
calcio, haciendo que este mineral sea mas dificil de solubilizar que el fosfato tricalcico, el cual es una
mezcla de calcio y fésforo mas asimilable por las bacterias fosfato solubilizadoras (Chien et al., 2009),
es decir que a pesar de que en la roca el fosforo se encuentra acompafiado por mas elementos se
solubilizo de forma similar al fosfato tricalcico que solo tiene dos elementos, lo dicho anteriormente lo
podemos contrastar con los resultados del estudio de Manzoor et al., 2017, en el cual evaluaban la
roca fosférica como sustrato y la comparaban con el fosfato tricalcico, sin embargo los resultados del
IS en roca fosférica se encontraban en valores cercanos a 0,15 y 1,9, siendo menores a los que se
obtuvieron en este estudio, pese a que también se estuvieran evaluando bacterias Gram negativas
aisladas de suelos cultivables, sin embargo la cepa con el IS mas alto en roca fosférica
correspondiente a 3,6, este valor concuerda con los resultados del presente estudio en donde la
bacteria con el mejor indice de solubilizacién fue la C3-2 con un IS de 3,2, muy cercano a lo reportado
por Manzoor et al., 2017, ya que al igual que en este estudio fue un IS alto logrado en roca fosforica
por una bacteria Gram negativa.
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7.4. Pruebas de interaccion de Gauze:

Partiendo de los resultados obtenidos en el indice de solubilizacion de las bacterias evaluadas, los
cuales mostraron que las 28 aislamientos seleccionadas solubilizaban la roca fosférica del medio y
tenian valores aceptables de IS para un microorganismo fosfato solubilizador segun Ortega et al.,
2003, se realizaron las prueba de interaccion de Gauze con las mismas 28 bacterias seleccionadas en
el numeral 7.2, esta prueba se realiz6 con el objetivo de conocer que bacterias se inhibian entre ellas,
las bacterias que mostraron antagonismo con otras bacterias fueron eliminadas del estudio, ya que se
busca que en el bioinoculante obtenido al final del estudio no se encuentren cepas antagonistas que se
inhiban entre ellas, los resultados de la prueba de interaccion de Gauze se presentan en la Figura 7,
en donde se evidencian Unicamente las bacterias que inhibieron a las otras bacterias seleccionadas, y
de cuanto fue el halo de inhibicion.
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Figura 7. Resultados prueba interaccion de Gauze, en el eje x se encuentran las cepas que fueron
sembradas de forma masiva, en el eje y se representan los halos de inhibicidon (mm) generados por las
cepas antagonistas, las cuales se ven representadas en las barras con su respectivo cuadro de
convenciones, Los resultados con letras distintas significan diferencias significativas (p<0,05) de
acuerdo al analisis estadistico Post-Hoc de Tukey, en donde se tenia un promedio de tres repeticiones
por cepa.

De las 28 cepas evaluadas, 9 mostraron tener una inhibicién positiva por la presencia de halos de
inhibicion, la cepa que mostré mayor antagonismo fue la bacteria A14, pues de las 28 cepas evaluadas
mostro halos de inhibicion que oscilaban entre 2 mm a 5 mm con 7 cepas, seguida por las bacterias
A7y C1-1, las cuales mostraron inhibiciéon con 4 cepas de las 28, en cuanto a la cepa C3-1 la cual tubo
uno de los mejores indices de solubilizacion tuvo que ser eliminada del estudio al mostrar antagonismo
con la cepa C2, la cual a su vez también presenta antagonismo con otras tres bacterias.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se eliminaron del estudio las cepas A4, A7, Al4, A19,
A21, A22, C1-1, C2 y C3-1, esta inhibicion puede deberse a que se ha reportado que tanto en el
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suelo como en la rizosfera hay microorganismos como hongos y bacterias capaces de inhibir otras
poblaciones, por esta raz6n son ampliamente usadas como controladoras biologicas, las bacterias mas
reportadas segun Ntougias et al., 2010 son las pertenecientes al género Bacillus sp. Enterobacter sp.
Pseudomonas sp. y Serratia sp., las tres ultimas hacen parte del grupo de bacterias Gram negativas y
se encuentran asociadas a suelos cultivables, esto tiene concordancia con los resultados encontrados,
en donde las 28 cepas pertenecian al grupo de Gram negativas y podrian inhibirse unas con otras, la
capacidad antagonica de estas bacterias se puede deber a la produccion de enzimas liticas que
degradan las paredes de otros microorganismos (Someya et al., 2005), otro mecanismo importante
gue exhiben estas bacterias es la rapida colonizacion y la competencia por nutrientes, pero en general
se reporta que el mecanismo que mas se evidencia en las bacterias mencionadas sobretodo en
bacterias del genero Enterobacter sp. se basa en la antibiosis es decir la produccién de sustancias que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos teniendo un efecto bactericida sobre otra poblacion
(Van Dijk et al., 2000).

7.5 Pruebas preliminares de solubilizacion en medio liquido.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el numeral anterior, se estableci®6 como criterio de
seleccion los aislamientos que no presentaran antagonismo entre ellos; con lo cual se seleccionaron
19 aislamientos para posteriormente realizar las pruebas de solubilizacién de P en medio liquido
SMRS1 modificado con roca fosférica (5 g/L) como fuente de P inorganica en el medio.

En la figura 8 se observan diferencias significativas (p<0.05) entre los valores de recuento ufc/mL
liberacion de ortofosfatos mg/L y concentracion de glucosa residual g/L de los 19 aislamientos a 72
horas de incubacion. Los aislamientos que se caracterizaron por obtener el mayor recuento de
colonias fueron A8 Y Al17 con 10.9 Logi, ufc/mL. (Figura 8A). En relacion con la liberacion de
ortofosfatos se obtuvieron concentraciones por encima de 80 mg/L en los aislamientos A9, All, Al7,
Al18, C7 Y C8, donde el aislamiento C7 obtuvo la mayor concentracién de ortofosfatos con 89.5 mg/L
(Figura 8B). Estos mismos aislamientos presentaron las concentraciones mas bajas de glucosa
residual en el medio, donde los valores oscilan entre 0.2 a 1.5 g/L, indicando el consumo de la fuente
de carbono. Con respecto a las cepas control usadas, se puede observar que para el recuento de
ufc/mL y liberacion de ortofosfatos los 6 aislamientos mencionados anteriormente superan los valores
obtenidos por los dos controles.
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Figura 8. (A) Resultados de Biomasa expresadas el Log ;0de UFC/mI en funcion de cada una de las
cepas evaluadas y de los controles Pseudomonas fluorescens (P1) y a Pseudomonas azotoformans
(P2) utilizados en las pruebas preliminares realizadas en medio liquido, (B) Produccion de ortofosfatos
(mg/L) durante las 72 horas de las pruebas preliminares en funcién de cada cepa evaluada y de los
controles, (C) Glucosa residual (g/L) durante las 72 horas de la prueba preliminar en medio liquido en
funcidn delas cepas evaluadas y los controles. Los resultados con letras distintas son
significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al analisis estadistico Post-Hoc de Tukey con un
promedio de tres replicas por cepa.

Segun los resultados presentados anteriormente, se seleccionaron los aislamientos A9, All, A17, A18,
C7 Y C8 debido a que obtuvieron los valores mas altos en recuento de ufc/mL y en la liberacion de
ortofosfatos. Por ende, continuaron en el estudio para realizar nuevamente la prueba de solubilizacién
de P en medio SMRSL1 liquido con fosfato tricalcico (5g/L) como fuente de P.

Se pueden observar diferencias significativas (p<0.05) entre los valores del recuento de ufc/mL y
concentracion de glucosa residual g/L en los 6 aislamientos (Figura 9). El aislamiento A17 obtuvo el
valor mas alto de recuento de colonias con 14 Log;, ufc/mL y 0,8 g/L de glucosa residual,
efectivamente se puede observar una relacion entre el crecimiento celular y el consumo de la fuente de
carbono. Con respecto a la liberacion de ortofosfatos en los 6 aislamientos no se observaron
diferencias significativas (p>0.05), se obtuvieron concentraciones de ortofosfatos por encima de 100
mg/L, donde la mayor liberacion de ortofosfatos se obtuvo en el aislamiento A18 con 134.3 mg/L. Por
otro lado, se puede observar que las cepas control obtuvieron mayor recuento de colonias y liberacién
de ortofosfatos con valores por encima de 10 Log;, ufc/mL y 165 mg/L con respecto a los 6
aislamientos.
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Figura 9. Resultados de produccion de biomasa Log;ode UFC/ml (A), produccion de ortofosfatos mg/L
(B), y consumo de glucosa g/L (C), durante las prueba preliminares de 72h en medio SMRS-1, en
funcién de las sepas seleccionadas y las cepas utilizadas como control, Pseudomonas fluorescens
(P1) y a Pseudomonas azotoformans (P2). Los resultados con letras distintas son significativamente
diferentes (p<0,05) de acuerdo al analisis estadistico Post-Hoc de Tukey, con un promedio de tres
replicas por cepa.

El estudio de la solubilizacion microbiana de P in “vitro” ha sido ampliamente reportado, diversos
autores han mencionado la importancia de evaluar la solubilizacion en medio liquido con el fin de
identificar las diferentes vias involucradas en el proceso de solubilizacién de P, donde el mecanismo
mas reportado es la produccion de acidos organicos, por parte de las PSB (Panhwar et al., 2009)

En este estudio se identificaron 19 aislamientos con capacidad para solubilizar roca fosférica, la
maxima concentracion de ortofosfatos se obtuvo en el aislamiento C7 con 89.5 mg/L (Figura 8B);
resultado que supera al encontrado por Sreenivasulu et al., 2014, donde evallan la capacidad para
solubilizar roca fosférica en tres aislamientos bacterianos autdctonos de la mina de moscovita, los
autores obtienen la mayor solubilizacién de P en el aislamiento SVUNM17 con 76.10 mg/L de
ortofosfatos a los 28 dias de cultivo.

A partir de los 19 aislamientos mencionados anteriormente, se seleccionaron los aislamientos que
obtuvieron concentraciones por encima de 80 mg/L de ortofosfatos y presentaran recuentos de
unidades formadoras de colonias por encima de 8 Log,o ufc/mL, se seleccionaron los aislamientos: A9,
All, A17, A18, C7 Y C8 y se evalu6 su capacidad para solubilizar fosfato tricalcico en medio liquido
(Figura 9); De los 6 aislamientos la mayor concentracion de ortofosfatos la obtuvo el aislamiento A18
con 134.3 mg/L, superando asi a los estudios de Sarker et al., 2014 donde aislan 9 BPS de cultivos de
trigo y obtienen la mayor produccién de fésforo disponible a las 72 horas con una concentracion de
66.32 mg/L en medio NBRIP liquido con fosfato tricalcico como fuente de P en el medio.

Ademas de evidenciar la liberacion de ortofosfatos al medio; La solubilizacién microbiana del P

también se relaciona con el pH. Puesto que se ha reportado que la liberacién de P soluble se debe

principalmente a los 4cidos organicos producto del metabolismo de las BPS. Bajo condiciones in vitro

las BPS quelatan los iones minerales o disminuyen el pH del medio para liberar el P a la solucion. Por
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ende, la acidificacion del entorno conduce a la liberacion de los iones P presentes en las formas de
fosfato de mineral como fosfato tricalcico y roca fosférica por sustitucion de H + por Ca?*(Hajjam et al.,
2016). En este estudio las pruebas de solubilizacion en medio liquido con ambas fuentes de P usadas
(Roca fosfdrica y fosfato tricalcico) iniciaron con un pH de 7.04 y al finalizar las 72 horas de cultivo se
obtuvieron valores de pH que oscilaban entre 3.46 y 5.00 en los 19 aislamientos, lo que indica una
acidificacion en el medio; Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Panhwar et al., 2009
donde evidencian la caida del pH inicial del medio de 7 a 3.2 con el crecimiento continuo de
aislamientos de PSB durante siete dias. Incluso otros autores han reportado pH finales de 4.0 cuando
se usa Pseudomonas fluorescens (Paul et al., 2016)

Se ha reportado que el tiempo de incubacion 6ptimo para la solubilizacion de fésforo se encuentra en
el periodo de 10 a 15 dias, sin embargo, muchos autores han mencionado valores maximos de P
soluble desde las 72 a 96 horas de incubacién (Paul et al., 2016). Lo anterior explica el criterio de
seleccion del tiempo de incubacion en el estudio, el cual fue de 72 horas, asimismo indica que se
podria aumentar el tiempo de incubacién para obtener concentraciones mas altas de ortofosfatos.

7.6 ldentificacion molecular:

Las cepas que mostraron un buen indice de solubilizacion y que de igual manera mostraron buenos
resultados en las pruebas preliminares fueron seleccionadas para ser secuenciadas por la corporacion
CorpoGen (Bogota, Colombia) para realizar su identificacibn molecular, también se realiz6 una
identificacion bacteriana mediante espectrometria de masas utilizando el dispositivo MALDI-TOF, esta
identificacion se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion en protedmica y Micosis Humanas de la
Pontificia Universidad Javeriana, los resultados obtenidos concuerdan tanto en la identificacion
molecular por amplificaciébn como en el analisis realizado por MALDI-TOF, los resultados para las seis
cepas seleccionadas se evidencian en la Tabla 7 en donde se muestran los cédigos de las cepas con
su respectiva identificacion y el score obtenido en la identificacion bacteriana mediante espectrometria
de masas , por otro lado en la Tabla 8 se evidencia el significado de los scores obtenidos.

Tabla 7. Cepas seleccionadas con su respectiva identificacion y Score obtenido en la identificacion
bacteriana mediante espectrometria de masas por MALDI-TOF.

Cdédigo Cepa Microorganismo

identificado Score
A9 Enterobacter cloacae 2,325
All Enterobacter ludwigii 2,291
Al7 Kosakonia kowanii 1,978
Al8 Pseudomonas koreensis 1,878
C7 Serratia liquefaciens 2,078
C8 Enterobacter cloacae 2,025
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Tabla 8. Interpretacion del score de MALDI-TOF obtenido para cada cepa identificada.

Rango Descripcion
2,300 - 3,000 Identificacion de especies altamente
probable
2,000 - 2,299 Identificacién de genero altamente segura
y probable identificacion de especie
1,700 — 1,999 Probable identificacién de genero
0,000 - 1,699 Identificacién no confiable

La tecnologia MALDI-TOF ha permitido la utilizacion de la espectrometria de masas para la
identificacion microbiol6gica, mediante el andlisis de proteinas, principalmente proteinas ribosomales,
a partir de las colonias bacterianas o directamente de muestras, a través de la creacién de un espectro
de masas especifico para cada especie (Legarraza et al., 2013), el fundamento de esta técnica se
basa en el uso de una fuente ionizante para trasferir iones a las moléculas de la muestra en una fase
gaseosa, un analizador de masas que separa los iones de acuerdo con su relaci6n masa/carga y un
dispositivo de deteccién para monitorizar los iones separados, en el método se emplean células
intactas de un microorganismo, tomando una porcién de la colonia pura de la bacteria crecida en
medio de cultivo sélido y llevandola a una placa metélica conductora para posteriormente adicionar
una solucién saturada de un compuesto organico de baja masa, denominada matriz, esta mezcla entre
el microorganismo y la matriz al secarse se cristalizan, en ese momento se puede llevar la placa al
espectrometro de masas, en donde la mezcla es irradiada un rayo laser UV cuya longitud de onda
generalmente es de 337 nm. La interaccion entre los fotones de las moléculas del laser y de la matriz,
desencadenan una sublimacion de la matriz en una fase gaseosa, seguida por la ionizacion de la
muestra del microorganismo con minima fragmentacion. Al ionizarse, las proteinas son aceleradas a
través de un campo electrostatico y luego son expulsadas en un tubo de vuelo al vacio, donde se
separan en funcion de su velocidad o tiempo de vuelo, llegando finalmente al detector de masas que
genera informacién caracteristica de la composicion del microorganismo mediante un espectro de
picos, frente a su relacién masa/carga (m/z), llamada también huella digital de la masa de los péptidos
(peptide mass fingerprinting) (Clack et al., 2013). Una vez generado, el perfil espectral del
microorganismo de prueba, es comparado automaticamente mediante un programa informatico con
una base de datos de espectros que es construida a partir de cepas de referencia, permitiendo la
identificacion del microorganismo (Murray., 2012). La identificacion de los microorganismos por MALDI-
TOF se basa en que las huellas digitales espectrales varian entre los microorganismos, algunos picos
son especificos del género, otros de la especie y otros, a veces, de las subespecies (Maldonado et al.,
2018).

Al realizar la identificacion molecular, los resultados obtenidos en el analisis taxonémico de las
secuencias ensambladas de 1114 pb, 1082 pb y 1114pb correspondientes a las cepas con codigo A9,
All y C8 respectivamente, contra la base de datos refseqg/RNA del NCBI, indican que estas cepas
tienen un 99 % de identidad con el 100 % de cobertura, con secuencias del gen ribosomal 16S
pertenecientes al género bacteriano Enterobacter sp, el andlisis contra las bases de datos RDP y
Greengenes so6lo permitio la identificacion hasta el género, en este caso Enterobacter sp, sin embargo
por medio de la comparacion de la secuencia con la base de datos de NCBI se logré determinar que
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las cepas A9 y C8 corresponden a Enterobacter cloacae y la cepa A1l a Enterobacter ludwigii, estos
tres géneros bacterianos a pesar de estar ampliamente reportados como solubilizadores de fosfatos
(Laral et al., 2011).

Por otro lado la cepa con cbédigo Al7 cuyos resultados del analisis taxonémico de la secuencia
ensamblada de 1078 pb contra refseg/RNA del NCBI muestran que esta cepa tiene un 99 % de
identidad con el 100 % de cobertura, con secuencias del gen ribosomal 16S con Kosakonia sp. se
logro llegar hasta especie determinando que la cepa A17 correspondia a Kosakonia cowanii, la cual es
reportada como bacteria promotora de crecimiento vegetal y solubilizadora de fosforo (Berger et al.,
2018), otra de las cepas que puede ser utilizada en el bioinoculante es la cepa Al8 la cual fue
identificada como Pseudomonas koreensis, al utilizar una secuencia ensamblada de 927pb contra
contra refseq/RNA del NCBI, estos resultados indican que la cepa Al18 tiene un 99 % de identidad con
el 100 % de su longitud o cobertura con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes
probablemente a la especie Pseudomonas koreensis, el género Pseudomonas sp. es uno de los mas
reportados como solubilizadora de fosfatos (Viruel et al., 2011), finalmente se identifico la cepa C7,
cuyos resultados de analisis taxondmico de la secuencia ensamblada de 842pb comparados con
refseg/RNA del NCBI, indican que la cepa C7 tiene un 99 % de identidad con el 100 % de cobertura
con las secuencias pertenecientes al gen ribosomal 16S de Serratia liquefaciens, la cual también
demostré tener un indice de solubilizacion alto, lo que concuerda con reportes que indican que esta
cepa tiene gran capacidad de solubilizar fosfato inorganico (Karlicic et al., 2016).

Con respecto a la cepa Al7 identificada como Kosakonia cowanii, es importante decir que esta
bacteria es relativamente nueva como bacteria fosfato solubilizadora, ya que esta cepa estaba
anteriormente clasificada desde el punto de vista taxonédmico como una bacteria del genero
Enterobacter sp. especificamente Enterobacter cowanii (Inoue et al., 2000), en el estudio de Brady et
al., 2013 desarrollaron un analisis multilocus de secuencias (MLSA) con el fin de realizar la
caracterizacion taxondémica de Enterobacter sp., concluyendo que la taxonomia de esta bacteria tiene
una historia complicada, con varias especies transferidas desde y hacia este género, los andlisis
filogenéticos de las secuencias de nucle6tidos concatenados revelaron que Enterobacter sp. se puede
dividir en cinco grupos compatibles, lo que sugiere que la especie debe reclasificarse en cinco géneros
diferentes, dentro de estos se proponen tres géneros nuevos: Lelliottia gen. nov., Pluralibacter gen.
nov. y Kosakonia gen. nov. y nuevas combinaciones dentro de las que se encuentra Kosakonia
cowanii comb. nov. (Brady et al., 2013).

7.7 Pruebas preliminares por tratamientos en consorcio y co cultivo:

Debido al potencial de solubilizacién de P evidenciado en el numeral 6.5 de las 6 cepas anteriormente
identificadas, se establecio la formulacién de 4 tratamientos: 1 consorcio y 3 co cultivos (Tabla 9) con
el fin de evaluar la capacidad de solubilizacion de P de cada uno de los 4 tratamientos en medio liquido
SMRS1 modificado con roca fosforica (5g/L) como fuente de P en el medio. Para el consorcio y los 3
co cultivos se plantearon diferentes combinaciones de las cepas seleccionadas, las cuales
corresponden a Pseudomonas koreensis, Serratia liquefaniens y Kosakonia cowanii. Puesto que las
tres cepas restantes pertenecen al género Enterobacter sp, las cuales al ser patdégenas representan un
riesgo para la salud humana, impidiendo su uso para la formulacién de un bioinoculante segun los
requisitos planteados en la NTC 5843 del 2011.
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Tabla 9. Tratamientos en co cultivo y consorcio con las cepas seleccionadas en medio SMRS
modificado con roca fosforica.

Tratamientos Cepas por tratamiento Microorganismo
T1 Al7 Kosakonia cowanii
Consorcio Al18 Pseudomonas koreensis
c7 Serratia liquefaciens
T2 Al7 Kosakonia cowanii
Co cultivo 1 A18 Pseudomonas koreensis
T3 Al7 Kosakonia cowanii
Co cultivo 2 c7 Serratia liquefaciens
T4
Co cultivo 3 A18 Pseudomonas koreensis
c7 Serratia liquefaciens

En estas pruebas preliminares se evaluaron las mismas variables de respuesta propuestas en el
numeral 6.5, donde se puede observar en la figura 12, que los 4 tratamientos presentaron diferencias
significativas p<0,05 para el recuento ufc/mL, liberacion de ortofosfatos mg/L y concentracion de
glucosa residual g/L a 72 horas de incubacion. Los tratamientos 1 y 4 obtuvieron la mayor liberacion
de ortofosfatos con 90,2 y 96,5 mg/L respectivamente (Figura 9B), igualmente obtuvieron 8.9 y 9 g/L
de glucosa residual (Figura 9C), lo que resulta en un bajo consumo de glucosa por parte del T1 y T4.
Con relacién al recuento de colonias, el T2 evidenci6 el valor mas alto con 5.9 Log;, ufc/mL seguido
del T3, T1 Y T4, donde se obtuvo 2.7 y 2.5 Log;o UFC/mL respectivamente. Para el recuento de
colonias ufc/mL y liberacion de ortofosfatos las cepas control obtuvieron valores superiores a los 4
tratamientos, por lo cual el mayor consumo de glucosa se evidencié en los dos controles.
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Figura 10. Resultados comparacion entre tratamientos para determinar la produccion de biomasa
Log:0 UFC/mI (A), produccién de ortofosfatos mg/L (B) y consumo de glucosa g/L (C), en funcion de los
tratamientos evaluados en los cuales las cepas se encuentran en consorcio y co cultivo , teniendo
como control las cepas de Pseudomonas fluorescens (P1) y a Pseudomonas azotoformans (P2). Los
resultados con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al
analisis estadistico Post-Hoc de Tukey, con un promedio de tres replicas por tratamiento.
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Los resultados anteriormente presentados en la figura 10 permitieron evidenciar la capacidad de
solubilizacion de fésforo en conjunto por varios microorganismos, donde los tratamientos que
favorecieron la mayor concentracion de ortofosfatos fueron el consorcio (T1) y el co cultivo # 3 (T4). En
diversos estudios se ha reportado que los microorganismos en consorcios presentan mayor
solubilizacion de fésforo que aquellos que se encuentran por individual debido a que los consorcios
microbianos en muchos casos interactian de manera sinérgica estimulando algunas actividades
fisicas o bioguimicas de las bacterias presentes en los consorcios (Mantilla et al., 2015). Ademas se
obtuvieron concentraciones mas altas de P soluble en los T1 y T4 en comparacion con estudios de
Quevedo et al., 2014 donde evaltan la efectividad de usar microorganismos en consorcio y en co
cultivo para solubilizar roca fosférica de Norte de Santander y Boyac4; los investigadores obtienen la
mayor concentracion de P soluble con 80 mg/L cuando evalian el co cultivo conformado por Bacillus
sp y A. niger y cuando evaltan el consorcio conformado por Bacillus sp, A. niger y actinomycete
obtienen 60 mg/L usando la roca fosforica de Boyaca.

7.8 Seleccion de las condiciones y medio de cultivo que favorecen la produccién de biomasa y fésforo
disponible.

Dada la importancia de la produccién de ortofosfatos y biomasa se realiz6 un disefio Plackett Burman
para el co-cultivo y consorcio, donde se evalud los factores mas influyentes sobre el recuento de BPS
UFC/mL Y concentracién de ortofosfatos (mg/L).

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza ANOVA, Los modelos para recuento de BPS y
concentracién de ortofosfatos fueron estadisticamente significativos con p=0.0101 y p=0.0014
respectivamente, por lo que se pudieron evaluar los efectos principales de los factores sobre estas
variables. En la tabla 10 se presentan los valores de significancia de los modelos, los factores (Prob>f),
los efectos y porcentajes de contribucion de cada uno de los factores (Blanco 2017)

En relacién con el recuento de BPS, los factores influyentes fueron la concentracion de hidrolizado de
levadura cervecera (p= 0.00451) y tiempo (p=0.0003); de ellos el porcentaje de contribucion mas alto
lo tuvo el tiempo (83.4 %), seguido por la fuente de nitrégeno (7.4 %). Para el tiempo y la fuente de
nitrégeno el efecto fue negativo (-1.77 y -0.22 respectivamente), indicando que se podria trabajar con
un nivel bajo en el tiempo (24 h), ademéas de una concentracion mas baja del hidrolizado de levadura
cervecera. Los factores roca fosférica, glucosa, velocidad de agitacion, porcentaje de indculo y tiempo
no fueron significativos sobre esta variable de respuesta (p>0.05).

Para la concentracion de ortofosfatos, los factores influyentes fueron la concentraciébn de roca
fosférica, hidrolizado de levadura cervecera y tiempo (p= 0.0433, 0.0410 y p<0.0001,
respectivamente); de ellos el porcentaje de contribuciébn mas alto lo tuvo el tiempo (79.6 %), seguido
por la roca fosférica y fuente de nitrégeno (8.8 y 3.67 %). Para los tres factores los coeficientes de
regresion fueron positivos indicando que se podria trabajar con el nivel alto de los mismos. Los
factores glucosa roca fosférica, velocidad de agitacion y porcentaje de indculo fueron significativos
sobre esta variable de respuesta (p>0.05)
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Tabla 10. Analisis de varianza (ANOVA) para las variables de respuesta recuento de colonias y
cocentracién de ortofosfatos del disefio Plackett Burman evaluando el consorcio conformado por
Pseudomonas koreensis, Serratia liquefaciens y Kosakonia cowanii (Blanco 2017)

Recuento de BPS ufc/mL Concentracion de Ortofosfatos mg/L
Factor Valor F Prob>f Stand. %  Factor Valor F Prob>f Stand. %
Effect contributi Effect contribution

p value on p value
Model 7.6 0.0101 5.28 Model 13.92 0.0014 90.2
A-Roca 0.015 0.9050 0.033 0.0298 A-Roca 4.43 0.0433  3.93 8.860
B-Glucosa 0,016  0.09051 0.032 0.298 B-Glucosa 0.51 0.4970 1.34 0.562
C-Nitrogeno 0.63 0.0451 -0.22 7.4  C-Nitrogeno 3.35 0.0410 341 3.67
D- Agitacion 0.001 1 0.001 0.3 D- Agitacion 1.56 0.251 2.33 1.71
E-inoculo 0.094 0.768 0.083 0.186 E-inoculo 1.10 0.328 1.96 1.21
F: Tiempo 42.1 0.0003 -1.77 83.4 F: Tiempo 7258 <0.0001 15.90 79.64
Curvature F- 0.583 Curvature F- 0.465
value value
Lack of fit 0.852 Lack of fit 0.344

Con respecto al co cultivo, las dos variables de respuestas evaluadas (recuento de BPS vy
concentracién de ortofosfatos) fueron estadisticamente significativas con p=0.0003 y p= 0.0482
respectivamente segun los resultados del analisis de varianza ANOVA. En la Tabla 11 se presentan
los valores de significancia de los modelos, los factores (Prob>f), los efectos y porcentajes de
contribucién de cada factor.

Para al recuento de BPS, los factores influyentes fueron la concentracion de roca (p=0.0406), glucosa
(p=0.0408), hidrolizado de levadura cervecera (p= 0.0468) y tiempo (p=<0.0001); donde el porcentaje
de contribucién mas alto lo tuvo el tiempo (83.1%), seguido por la fuente de nitrégeno (7.4 %). Para el
tiempo el efecto fue negativo (-2.94), indicando que se podria trabajar con un nivel bajo (24 h) y para la
fuente de carbono y nitrégeno el efecto fue positivo (2.83 y 2.17 respectivamente), lo que indica que se
podria trabajar con niveles de concentracidn mas altos. Por otro lado, se evidencia que los factores
roca fosforica, glucosa, velocidad de agitacidn, porcentaje de in6culo y tiempo no fueron significativos
sobre esta variable de respuesta (p>0.05).

En relacién con la concentracién de ortofosfatos, los factores influyentes fueron la concentracion de
roca fosférica (p=0.0328), glucosa (p=0.0424) y tiempo (p=0.0341); de ellos el porcentaje de
contribucibn méas alto lo tuvo el tiempo (25.15 %), seguido por la fuente de carbono
(13.84%).lIgualmente los dos factores presentaron un efecto positivo (16.78 y 12.45 respectivamente)
indicando que se podria trabajar con niveles mas altos de los mismos. Los factores glucosa roca

44



fosférica, velocidad de agitacion y porcentaje de indculo fueron significativos sobre esta variable de
respuesta (p>0.05).

Tabla 11. Andlisis de varianza (ANOVA) para las variables de respuesta recuento de colonias y
concentracion de ortofofatos del disefio Plackett Burman evaluando el co cultivo conformado por
Pseudomonas koreensis y Serratia liquefaciens (Blanco 2017)

Recuento de BPS ufc/mL Concentracién de Ortofosfatos mg/L
Factor Valor Prob>f Stand. % Factor Valor F  Prob>f Stand. %
F Effect contrib Effect  contributi
p value ution p on
value
Model 22.4 0.0003 5.16 Model 3.38 0.0482 88.19
A-Roca 1.50 0.0406 0.33 1.01 A-Roca 1.71 0.0328 -8.34 6.22
B-Glucosa 4.16 0.0408 -0.54 2.83 B-Glucosa 3.80 0.0424 12.45 13.8424
C-Nitrogeno 3.2 0.0468 0.47 2.17 C- 1.03 0.3447 6.47 3.74188
Nitrogeno
D- Agitacion 2.56 0.153 0.43 1.74 D- 3.00 0.1270 -11.06 10.9316
Agitacion
E-inoculo 0.52 0.493 -0.19 0.35 E-inoculo 3.83 0.0911 1251 13.9757
F: Tiempo 122 <0.0001 -2.94 83.1 F: Tiempo 6.90 0.0341 16.78 25.1555
Curvature F- 5.23 0.0560 Curvature 0.6941
value F-value
Lack of fit 0.297 Lack of fit 0.0251

La Figura 11 presenta la comparacién de medias entre los tratamientos (prueba de Tukey) para las
variables de respuesta recuento de BPS, concentracién de ortofosfatos y glucosa del consorcio y co
cultivo. En el consorcio los tratamientos T11 y T12 obtuvieron los valores mas altos con 8.1 Logio Y
2x10" UFC/mL respectivamente. Para la concentracion de ortofosfatos los tratamientos T1, T3 fueron
los que favorecieron la mayor produccién con valores de 120 mg/L y 109 mg/L. Las concentraciones
de T11 y T12 fueron mas bajas que en T1 y T3, posiblemente por el tiempo de produccion, ya que se
pueden necesitar mayores tiempos de cultivo para obtener mayor concentracion de ortofosfatos. En
relacién con la concentracion de glucosa residual en T11 y T12 se obtuvieron los valores mas bajos
demostrando que el consorcio consumi6 eficientemente la fuente de carbono del medio y esto podria
favorecer la produccion de acidos organicos ya que para estos tratamientos los valores fueron de 1.2
g/L y 0.9 g/L respectivamente.

Con respecto al co-cultivo, los tratamientos T9 y T11 obtuvieron el valor mas alto con 8.0 Logio
UFC/mL de BPS para ambos tratamientos. Se alcanzaron concentraciones de 183,6 y 103.1 mg/L de
ortofosfatos producidos en los T1 y T5 respectivamente. También se evidencia que el T9 Y T12
obtuvieron concentraciones mas bajas de ortofosfatos, posiblemente al tiempo de produccién, puesto
que al igual que el consorcio se necesita mayor tiempo de cultivo para obtener mayores
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concentraciones de ortofosfatos. Finalmente, en la concentracion de glucosa residual para el T9 Y T11
se obtuvo 1y 0.6 g/L respectivamente, evidenciando un consumo de la fuente de carbono del medio.
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Figura 11. Resultados obtenidos en el disefio Plackett Burman. Se representan las variables de
respuesta, recuento de bacterias fosfatosolubilizadoras dentro del consorcio Log;o UFC/ml (A),
produccion de ortofosfatos mg/L por el consorcio (Pseudomonas koreensis ,Serratia liquefaciens y y
Kosakonia cowanii ) (B) y azucares reductores g/L del consorcio (C), recuento de bacterias
fosfatosolubilizadoras del co cultivo Log;o UFC/mI (D), produccion de ortofosfatos mg/L por el co cultivo
(Pseudomonas koreensis y Serratia liquefaciens) .(E) y azUcares reductores g/L en el co cultivo (F), en
funcion de cada tratamiento evaluado en el Plackett Burman. Los resultados con letras distintas son
significativamente diferentes (p<0,005) de acuerdo con el andlisis estadistico Post-Hoc de Tukey.

Segun los resultados presentados anteriormente se seleccion6 el MT11B disefiado por Blanco., 2017
en funcién de la variable de respuesta recuento de BPS/mL, puesto que el MT11B evidencié los
recuentos de poblaciones de BPS mas altas. La formulacién y condiciones de operacion de este
tratamiento son: sulfato de amonio 0.5 g/L, cloruro de potasio 0.2 g/L, sulfato de magnesio 0.3 g/L,
sulfato de manganeso 0.004 g/L, sulfato de hierro heptahidratado 0.0004 g/L, cloruro de sodio 0.2 g/L,
glucosa 2.5 g/L, hidrolizado de levadura 0.5 g/L, roca fosférica 5 g/L y pH 7.2, 30°C, 200 rpm, 10 %
(v/v) de ino6culo (Figura 13). El criterio de seleccion se basa en mantener poblaciones altas de PBS
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para que efectivamente se produzca una solubilizacién de roca fosférica y por ende se produzca altas
concentraciones de fosforo disponible, incluso al evidenciar el potencial que presenta el consorcio y co
cultivo para la creacion de un bioinoculante, se exige por NTC 5842 del 2011 tener poblaciones de
BPS de 1x10’ ufc/m L en presentaciones liquidas, con lo cual el recuento de BPS se debe mantener
bajo las condiciones de operacién del MT11B .

Por otro lado, se puede evidenciar en el disefio Plackett Burman que el tiempo fue el factor que influy6
sobre las dos variables de respuesta evaluadas: recuento de BPS ufc/mL y concentracion de
ortofosfatos tanto para el consorcio y el co cultivo, incluso fue el factor que presenté los mayores
porcentajes de contribucion respecto a los otros factores (Tabla 10 y 11). Al presentarse un efecto
negativo sobre el recuento de BPS/mL y un efecto positivo sobre la concentracién de ortofosfatos, se
puede evidenciar que la concentracion de ortofosfatos aumenta en funcién del tiempo y la produccién
de biomasa disminuye. Esto se debe a la secrecién de acidos organicos por parte de las cepas, al ser
metabolitos secundarios, estos van a ser producidos cuando el crecimiento bacteriano se encuentre
limitado por el agotamiento de nutrientes como el carbono, nitrdgeno, fosforo y otros nutrientes
presentes en el medio (Maghraoui et al., 2016) .Esta limitacion ocurre conforme aumenta el tiempo,
puesto que al inicio del proceso la disponibilidad de los nutrientes va ser alta y las cepas van a
empezar a multiplicarse, encontrdndose en su fase exponencial, por lo tanto la produccion de fésforo
disponible aumenta a medida que el microorganismo desarrolla su fase estacionaria y empieza la
produccion de metabolitos secundarios como los acidos organicos (Maghraoui et al.,, 2016);siendo
este el mecanismo de solubilizacion de fosforo reconocido en él estudio. Esto puede observarse en la
Figura 11A y 11D, ya que los recuentos de BPS mas bajos se obtuvieron en los tratamientos T1, T2,
T5 los cuales operaban a 48 horas. Por el contrario, en el T11 Y T12 se alcanzaron los mayores
recuentos de BPS debido que operaban a 12 horas. Incluso la baja produccion de biomasa presentada
en los tratamientos 1, 2, 3 puede explicarse en estudios de Koch et al., 2012 donde explican que la
viabilidad de las células puede disminuir notablemente debido a procesos de acidificacion del medio o
la acumulaciéon de metales téxicos, produciendo la muerte de las células bacterianas o que se
encuentren en un estado viable pero no cultivable, impidiendo que se puedan identificar en unidades
formadoras de colonia.

En relacion con las fuentes de carbono y nitrégeno, donde también fueron factores influyentes sobre la
concentracion de ortofosfatos y recuento de BPS, se explica inicialmente desde el crecimiento celular,
puesto que al tener una concentracion 6ptima de nutrientes en un medio de cultivo y un balance
adecuado entre las fuentes de energia va a permitir una mayor produccién de biomasa (Cortes et al.,
2011). En latabla 10 Y 11 se puede observar el efecto que tuvo la glucosa y el hidrolizado de levadura
cervecera sobre las variables de respuesta, indicando que se podrian trabajar con niveles mas altos o
mas bajos de los mismos, asimismo se presentaron porcentajes de contribucion notables por parte de
ambas fuentes. Evidenciando que no solo son necesarios para el crecimiento celular, también lo son
para la solubilizacion de fésforo. Se ha reportado que las BPS pueden solubilizar el fésforo insoluble
produciendo &cidos organicos de fuentes de carbono como la glucosa (Mardad et al., 2013). Inclusive
en estudios de Baliah et al.,, 2017 afirman que las fuentes de carbono disponibles afectan en gran
medida al crecimiento celular y a la solubilizacion de fosfato bajo condiciones in vitro, encontrando la
solubilizacion mas activa en presencia de hexosas y pentosas o disacaridos. Ademas, explican que al
usar fuentes de nitr6geno ricas en proteinas y aminoacidos como el hidrolizado de levadura cervecera,
favorece el crecimiento celular y aumenta la solubilizacion en Pseudomonas. No obstante, usar estas
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fuentes de carbono y nitr6geno representan un costo econdmico rentable, lo que resulta en otra
ventaja importante para tener en cuenta.

Con respecto a la roca fosforica, se puede evidenciar que ademas de ser un factor influyente, presento
un efecto positivo en ambas variables de respuesta, tanto para el consorcio y co cultivo, indicando que
se podria trabajar con niveles més altos de roca fosforica. Se ha reportado que altas concentraciones
de fésforo pueden inducir mas rapido la produccién de metabolitos secundarios (Maghraoui., et al
2016). Asimismo, es importante tener en cuenta que la fuente de P, como el tipo de 4cido metabolizado
y su concentracion influyen en la generacion y cantidad de fosforo disponible (Posso et al., 2017).
Dentro de la composicion quimica de la roca fosférica el mineral que mas predomina es el 6xido de
calcio (CaO) y en estudios de Posso et al.,, 2017 se ha descrito una mayor produccion de &cidos
organicos cuando se usan fuentes de fésforo asociadas a Ca, incluso proponen un orden de mayor
solubilizacién usando diversas fuentes de fésforo asociadas a otros compuestos como (P-Ca> P-Al> P-
Fe). Lo que podria explicar que se alcancen concentraciones superiores a 100 mg/L de ortofosfatos en
T1y T2 (Figura 11). Incluso en el MT11B se alcanzan concentraciones superiores a 80 mg/L a las 12
horas de cultivo, donde al mismo tiempo se obtienen las producciones mas altas de BPS tanto para el
consorcio y co cultivo.

7.9 Cinéticas de produccion:

Las cinéticas de crecimiento para el consorcio y co-cultivo fueron realizadas en el medio MT11B
disefiado y evaluado por Blanco., 2017. En relaciéon con el co-cultivo en la Figura 12A, se puede
observar que el mayor recuento de colonias se obtuvo a las 8 horas con 10.44 Log;, ufc/mL, ademas
se puede observar en la Figura 12C el crecimiento de cada una de las cepas que conforman el co
cultivo; Serratia liquefaciens y Pseudomonas koreensis donde alcanzan el mayor recuento de colonias
a la hora 8 obteniendo 10.21 Log,o ufc/mL y 10.05 Logi, ufc/mL respectivamente, con lo cual se puede
determinar que dentro de las bacterias totales se evidencio mayor crecimiento por parte de Serratia
liqueafaciens.

También se puede observar el comportamiento del P disponible y P en solucién en funcion de las 12
horas de cultivo, donde la mayor concentracion de P disponible se obtuvo a las 12 horas con 101.69
mg/L; y para el P en solucion se obtuvo la mayor concentracién a las 10 horas con 35.63 mg/L. Con
respecto a la concentracion de glucosa residual se puede establecer una relacién inversamente
proporcional con el recuento de colonias, puesto que a medida que aumenta el recuento de colonias la
concentracion de glucosa residual disminuye, por ende, el mayor consumo de glucosa se evidencia a
la hora 12 con 0,26 g/L de glucosa residual, indicando que el consumo de glucosa es necesario para el
crecimiento de las PBS. Finalmente se puede observar el comportamiento del pH durante las 12 horas
de incubacion; El pH del medio inicia con 6.06 y en la hora 2 disminuye dos unidades alcanzando 4.14,
a partir de la hora 4 el pH disminuye una unidad y se mantiene estable hasta la hora 12, donde se
obtuvo un pH de 3.64. Al presentarse una acidificacion en el medio desde las primeras horas del
cultivo, se establece que efectivamente el mecanismo de solubilizacion de fosforo ejercido es la
produccion de &cidos orgénicos.

En cuanto a la cinética de produccion en medio SMRS 1 del co-cultivo, se observa en la figura 12B que

el mayor recuento de colonias se obtuvo a las 8 horas con 10.50 Log;, ufc/mL. En cuanto al fosforo

disponible y en solucion se alcanzaron concentraciones mas altas respecto al medio MT11B, donde se

obtuvieron 272.5 mg/L a las 12 horas de P disponible y 185.87 mg/L a las 8 horas de P en solucion.

Con relacion a la concentracion de glucosa residual se obtuvo 1,011 g/L a las 12 horas, también se
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establece la relacion inversamente proporcional entre el recuento de colonias y la concentracion de
glucosa residual. Finalmente se observa el comportamiento del pH durante las 12 horas de cultivo, en
donde se evidencia una disminucién de dos unidades respecto al pH inicial del medio, puesto que este
inicio con 6.37 y termino con 4.09.
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Figura 12. (A) Cinética de produccion co cultivo (Pseudomonas koreensis, Serratia liquefaciens) a 12
en medio MT11B. (B) Cinética en medio MRS1. (C). Recuento de colonias totales y por género en co
cultivo, con un promedio de tres replicas.

La cinética de produccion del consorcio en medio MT11B se puede observar en la figura 13A, donde el
mayor recuento de colonias se obtuvo a las 12 horas con 10.8 Log;o ufc/mL. También se evidencia el
consumo de glucosa durante las 12 horas de cultivo; la concentracion méas baja de glucosa residual se
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obtiene a las 11 horas con 0,7 g/L, se puede observar la relacion inversamente proporcional entre el
recuento de colonias y concentracion de glucosa residual.

Referente al P disponible y P en solucion se obtuvieron las concentraciones mas altas de ortofosfatos
a las 10 y 12 horas con 289.5 y 53.5 mg/L respectivamente. Por otro lado, se puede observar el
comportamiento del pH en el medio, donde se evidencia que desde la hora 1 el pH del medio empez6
a disminuir dos unidades hasta obtener 3.44 a las 12 horas de cultivo.

En la figura 13B se observa la cinética de produccion del consorcio en medio SMRS1, donde el mayor
recuento de colonias se obtuvo a las 10 horas con 12.3 Logi, ufc/mL, también se obtuvo la menor
concentracion de glucosa residual a las 11 horas con 1.7 g/L; Lo anterior sigue la misma tendencia
mencionada en las anteriores cinéticas de produccién, al observar una relacion inversamente
proporcional entre el recuento de colonias y la concentracién de glucosa residual debido a que los
microorganismos necesitan de la glucosa para su crecimiento celular y asi llevar a cabo su
metabolismo.

En cuanto al P soluble y P en solucion se obtuvieron las concentraciones més altas de ortofosfatos a
las 12 horas con 1112.30 y 325.5 mg/L respectivamente. Lo que resulta en las mayores
concentraciones de ortofosfatos obtenidas en comparacion al co cultivo (Figura 12). Al final de las 12
horas de incubacién se obtuvo un pH de 3.52 indicando una acidificacion del medio
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Figura 13. Cinética de produccién consorcio (Pseudomonas koreensis, Serratia liqguefaciens y
Kosakonia cowanii) a 12 en medio MT11B. (B) Cinética en medio SMRS1, con un promedio de tres
replicas.
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Adicionalmente se determinaron los parametros cinéticos de produccion bajo dos horas diferentes del
cultivo presentadas en la Tabla 12. Donde se puede identificar que el consorcio presenta mayores
productividades y rendimientos respecto al co cultivo. En la hora 6 se presenta la mayor productividad
de biomasa, P disponible y P en solucién para el consorcio; y para el co cultivo en la hora 12. Lo que
resulta, en una ventaja para la produccién del co cultivo y consorcio, pues al hacerlo en periodos de
tiempo muy cortos, se genera un ahorro en el uso de equipos y asi mismo en los costos de operacion.

Tabla 12. Parametros cinéticos de produccion del consorcio y co cultivo a las 12 y 6 horas en medio

T11B.
Parametro Consorcio en Consorcio en Co cultivo en Co cultivo en
medio T11B alas 6 medio T11B a las medio T11B alas 6 medio T11B alas
horas 12 horas horas 12 horas
P (biomasa) 7.0x10° 4.0x10° 1,4x10° 3,8x10°
(UFC/ml/h)
P (P disponible) 35 22,7 5,5 7,9
(mg/L/h)
P (P solucién) 618 8,9 2,0 0,8
(mg/L/h)
Y (p dis/ glucosa) 0,14 0,18 0,03 0,05
mg/mg
Y(P sin/ glucosa) 0,027 0,035 0,010 0,005
mg/mg

La capacidad para solubilizar roca fosférica y fosfato tricalcico por parte de las tres cepas en co cultivo
y en consorcio se puede evidenciar en €l estudio. De acuerdo con la Figura 12 y 13 cuando las
concentraciones de P disponible y P en solucién aumentan en el medio se empieza a generar una
disminucién en el pH a causa de la produccidon de acidos organicos que contribuyen a liberar el fosforo
de la fuente inorganica no soluble. Lo cual se observo en las 4 cinéticas de produccion realizadas,
donde el pH disminuyo dos unidades. En el medio MT11B se obtuvo valores finales de 3.64 para el co-
cultivo y 3.44 para el consorcio y en el medio SMRS1 se obtuvo valores finales de 4,09 y 3,52
respectivamente. Este comportamiento es reconocido como una cinética de solubilizacién de fosforo
tipica, pues se ha reportado que esta se caracteriza por iniciar con una disminucién gradual del pH
junto con el aumento de fosforo soluble a lo largo del tiempo, ademas se ha reconocido la acidificacion
como un mecanismo importante en el proceso general de solubilizacién de P por los microorganismos
(Wang et al., 2015).

También se puede observar que a medida que el recuento de colonias aumentaba se producia una
disminucioén en la concentracion de glucosa residual debido a que las cepas empiezan a consumir la
glucosa presente en el medio para su crecimiento celular, y cuando desarrollan su fase exponencial los
requerimientos de nutrientes empiezan a ser mas altos, por lo que se va a evidenciar mayor consumo
de glucosa. Lo que concuerda con los resultados obtenidos ya que se obtuvieron las concentraciones
mas bajas de glucosa residual en las horas donde el recuento de colonias se encontraba por encima
de 9 Logio ufc/mL. Ademas, como producto del metabolismo de la glucosa se obtienen diferentes
acidos organicos que van a producir la acidificacion anteriormente mencionada (Mendoza et al., 2009).
Incluso se ha reportado que el proceso de solubilizacion de fosforo es un proceso que consume
energia, es decir, las BPS necesitan consumir fuentes de carbono para obtener suficiente energia y asi
poder disociar el fésforo presente en la roca fosférica (Wang et al., 2015).
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Al evidenciar una disminucion del pH en las pruebas de solubilizacion en medio liquido (Figura8y 9) y
en las cinéticas de produccion (Figura 12 y 13) se establece que el mecanismo de solubilizacion de P
ejercido es la produccion microbiana de acidos orgénicos, los cuales pueden disociar directamente el
fosfato mineral como resultado del intercambio aniénico de PO, por anién acido o pueden quelar tanto
los iones hierro (Fe) y aluminio (Al) asociados al fosfato (Arif et al., 2017). Al tener 3 cepas bacterianas
en co cultivo y en consorcio con capacidad para solubilizar P, se puede deducir que se estan
produciendo diversos acidos organicos para ejercer la solubilizacion, puesto que la produccion
simultanea de diferentes acidos orgénicos por las cepas de PBS puede contribuir a aumentar el
potencial de solubilizacién de fuentes inorgénicas de P insolubles como la roca fosférica (Khan et al.,
2014). Se ha reportado que las PBS producen una variedad de acidos organicos como acido
glucénico, acético, oxalico, citrico, lactico, fumarico, succinico, entre otros. El tipo de acido organico
producido y sus cantidades difieren con los diferentes microorganismos; entre ellos, el 4cido glucénico
y el acido 2-cetogluconico se consideran los mas frecuentes en la solubilizacién de fosfato mineral
(Latif et al.,2017). En estudios de Park et al., 2009 reportan que Pseudomonas produce en mayor
concentracién acido gluconico y tartarico y en estudios de Behera et al., 2017 reportan para Serratia sp
la produccion de acido malico, lactico y acético.

Teniendo en cuenta que Pseudomonas koreensis, Serratia liquefaciens y Kosakonia cowanii producen
diversos 4acidos organicos para ejercer la solubilizacion de roca fosforica y fosfato tricalcico; Se evalu6
el potencial de solubilizacion in vitro del co cultivo y consorcio estimando la cantidad de P disponible en
el medio y la cantidad de P en solucién en el sobrenadante del medio centrifugado. En las 4 cinéticas
de produccién se puede observar una relacion directamente proporcional entre el recuento de colonias
y la concentracion de P disponible y P en solucion, a diferencia de la relacion inversamente
proporcional con el pH y la concentracion de glucosa residual en funcion de las 12 horas de
incubacion.

El recuento de colonias aumenta conforme lo hace el P disponible y P en solucién debido a que al
inicio del cultivo las cepas en co cultivo y consorcio van a empezar a crecer y a utilizar la fuente de
fosforo del medio para liberar las primeras trazas de acidos organicos y asi iniciar con el proceso de
solubilizacién mediante la liberacién de fésforo disponible al medio (Walpola et al., 2013). Por ende, a
medida que las cepas producen acidos organicos se va a liberar P disponible al medio durante las 12
horas de incubacion.

Igualmente, se puede observar que las concentraciones de P disponible son mas altas que las
concentraciones de P en solucion en las 4 cinéticas de produccion, porque los ortofosfatos que estan
siendo liberados por las cepas pueden estar asociados a la biomasa celular y a las sales insolubles
presentes en el medio, en cambio, el P en solucion estima la concentracién de ortofosfatos libres,
puesto que por proceso de centrifugacién se separo la biomasa y las sales insolubles.

Dentro de las cepas que conforman el co cultivo y consorcio se encuentra Pseudomonas koreensis, y
se ha reportado que Pseudomonas es uno de los géneros que poseen una mayor actividad
solubilizadora ademés de Bacillus y Rhizobium (Torres et al., 2012). Lo que puede contribuir a explicar
el potencial de solubilizacion de P obtenido en el estudio. Incluso al tener a P. koreensis en conjunto
con otras cepas supera el potencial de solubilizacion de P obtenido por Midekssa et al., 2015 donde
aislan a P. koreensis y evallan su capacidad para solubilizar roca fosférica y fosfato tricalcico en
medio liquido durante 12 horas, estos autores obtienen a las 12 horas 495 mg/L de fosforo disponible
usando fosfato tricalcico y 63 mg/L usando roca fosférica. Ocurre lo mismo con Serratia sp; al usar
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esta cepa en consorcio y co cultivo supera los resultados obtenidos por Behera et al., 2016 donde
aislan una cepa de Serratia del suelo de manglares y obtienen 44.84 mg/L de fosforo disponible
usando como fuente de fosforo el fosfato tricélcico.

Lo anterior pone en evidencia que al usar cepas en consorcio 0 co cultivo la solubilizacion de P
aumenta. Lo que concuerda con resultados de Nandimath et al., 2017 donde obtienen concentraciones
mas altas de fosforo disponible y en un intervalo de tiempo mas rapido cuando usan el consorcio
bacteriano respecto a las cepas solas. Por otro lado, cabe resaltar que el consorcio presento
productividades y rendimientos mucho més altos que las del co cultivo (Tabla 2) y esto puede ser
debido a que el consorcio cuenta con tres cepas que pueden estar produciendo simultdneamente
diversos acidos orgéanicos que potencialicen la solubilizacién de roca fosforica. Se obtienen resultados
similares a Mantilla et al., 2015 donde evalua la capacidad de solubilizacién de fosforo de consorcios y
co-cultivos formados por bacterias nativas de suelos de Cordoba y la maxima eficiencia de
solubilizacion de P la obtiene el consorcio a una concentracion de 10x108 ufc/mL.

7.10 Pruebas de estabilidad:

Los resultados obtenidos en el numeral 6.8 en el cual se seleccionaron las mejores condiciones vy el
mejor medio de cultivo para mejorar la produccion de biomasa y de fésforo disponible, muestran que
mejor tratamiento fue el MT11B, por esta razon para las pruebas de estabilidad se seleccion6 este
mismo tratamiento, las pruebas de estabilidad se realizaron durante tres meses a dos temperaturas
diferentes, temperatura ambiente 14 °C + 3 °C y temperatura de refrigeracion 4 °C + 3 °C, se tuvieron
en cuenta parametros como la concentracion de biomasa y la produccion de fosforo disponible, tanto
para el consorcio como para el co cultivo, los resultados obtenidos se evidencian en la Figura 14.
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Figura 14. Resultados prueba de estabilidad en medio liquido a temperatura ambiente y a temperatura
de refrigeracion 4°C. (A) Biomasa del consorcio de bacterias fosfatosolubilizadoras Log;o UFC/ml 'y
produccion de ortofosfatos mg/L, en funcion del tiempo de evaluacion, (B) Biomasa del co cultivo de

bacterias fosfatosolubilizadoras Log;o UFC/ml y produccién de ortofosfatos mg/L, en funcién del
tiempo de evaluacion, correspondiente a tres meses, la prueba se realizo con un promedio de tres
replicas tanto para el consorcio como para el co cultivo.
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Como se puede observar en la Figura 14, tanto para el consorcio como para el co cultivo, al evaluar
las dos diferentes temperaturas durante los tres meses, se observdé un comportamiento similar, en el
cual al transcurrir el tiempo la biomasa decrece, mientras que la produccion de fésforo disponible u
ortofosfatos aumenta.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la estabilidad de la biomasa, se establecié que tanto
para el co cultivo como para el consorcio, la concentracion de biomasa disminuye notablemente a
partir del primer mes de prueba, pues el consorcio en el tiempo cero tenia una concentracién de 9,3
Logi;oUFC/ml en ambas temperaturas, y al trascurrir el primer mes su viabilidad disminuyo en un 70%,
teniendo una concentracion de 2,8 Log;,UFC/ml a temperatura de refrigeracion y 2,9 Log;,UFC/ml a
temperatura ambiente, finalmente en el Ultimo mes de muestreo la viabilidad disminuyo en un 81%,
obteniendo una concentracion de 1,9 Log;cUFC/ml para temperatura de refrigeracion y 1,7
Log1oUFC/ml para temperatura ambiente.

En cuanto al co cultivo algo muy similar ocurrié al evaluar la estabilidad de la biomasa, al iniciar la
prueba de estabilidad la poblacién de microorganismos en el tiempo cero era menor que en el
consorcio, pues el co cultivo inicio con 8,3 Log;,UFC/ml en ambas temperaturas evaluadas, al mes su
poblacién habia disminuido a 2,9 Log;,,UFC/mlI en ambas temperaturas, es decir que la viabilidad
disminuyo en un 65% Yy finalizo al tercer mes con 1,6 Log;0UFC/mly 1,9 Log;,UFC/mI correspondientes
a temperatura ambiente y temperatura de refrigeracién respectivamente, disminuyendo la viabilidad en
un 79%.

Los resultados anteriores muestran que la disminucion en la viabilidad es muy similar en las dos
temperaturas evaluadas, estos resultados se pueden atribuir a que las bacterias pertenecientes al
consorcio y al co cultivo son bacterias mesdéfilas, es decir estdn adaptadas a temperaturas entre 30 °C
y 40 °C, lo dicho anteriormente lo reportan diferentes autores que afirman que Pseudomonas koreensis
(Anbu., 2014) , Serratia liquefaciens (Berry et al., 2010) y Kosakonia cowanii (Berger et al., 2018),
crecen bien a temperaturas mayores de 30 °C, pero las temperaturas evaluadas en la prueba de
estabilidad fueron temperaturas menores a este valor, ya que la temperatura ambiente de Bogota
(Colombia) es en promediol4 °C + 3 °C y la temperatura de refrigeraciéon que se manejo era de 4 °C +
3 °C; estos resultados concuerdan con lo reportado en algunos estudios en donde evallan la
estabilidad de bioinoculantes a través del tiempo teniendo en cuenta la temperatura, los resultados de
los estudios indican que hay mayor viabilidad a temperaturas de 20 a 30 °C o superiores, en el estudio
realizado por Swati et al., 2015, se lleg6 a esta misma conclusion, con la diferencia de que la biomasa
en el estudio que ellos realizaron se encontraba en valores cercanos a 8,5 Log;0UFC/g a los 30 dias
de prueba, estos altos resultados de viabilidad los consiguieron al implementar soportes que
prolongaron la viabilidad de los microorganismos dentro del bioinoculante, dentro de los soportes
utilizados se encontraban talcos, aserrin, arcilla y aditivos bioldgicos (bioboost), los cuales pueden
alargar la vida util de un boinoculante pues facilitan el aumento de la poblacion microbiana y su
supervivencia en el suelo (Bashan., 1998).

En cuanto a la produccién de ortofosfatos en la Figura 14 se evidencia que al transcurrir los tres meses
de prueba, el fosforo disponible se increment6 tanto en el consorcio como en el co cultivo; en el
consorcio se partioé de 44,4 mg/L de ortofosfatos en ambas temperaturas evaluadas, al primer mes el
valor de ortofosfatos seguia siendo el mismo en las dos diferentes temperaturas, este valor
correspondia a 113,3 mg/L, pero a partir del segundo mes se evidencian las diferencias entre la
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produccion de ortofosfatos en temperatura ambiente y temperatura de refrigeracion, para la primera se
tenian 170,9 mg/L y para la segunda 182,2 mg/L, la diferencia mas evidente se observd en el Gltimo
mes de muestreo en donde los ortofosfatos producidos a temperatura ambiente fueron 237,6 mg/L en
contraste con los producidos en temperatura de refrigeracion cuyo valor fue de 302,6mg/L, esta
diferencia en el Gltimo punto de muestreo no se ve tan marcada en el co cultivo, el cual en el tiempo
cero se tenia una concentracion de ortofosfatos de 51 mg/L, a diferencia del primer mes en donde hay
mayor cantidad de ortofosfatos en temperatura ambiente, esta valor corresponde a 128,3 mg/L,
mientras que a temperatura de refrigeracion se produjeron 98,8 mg/L, a partir del segundo mes la
produccion de fosforo disponible en las dos temperaturas fue muy similar, para temperatura ambiente
199,9 mg/L y en temperatura de refrigeracion 186,2mg/L, al finalizar la prueba los resultados fueron
320,4 mg/L y 315,6 mg/L para temperatura ambiente y temperatura de refrigeracion respectivamente.

Los resultados de ortofosfatos obtenidos en la prueba de estabilidad, concuerdan con los estudios
realizados por Nishanth et al., 2008, en el cual también realizaron la prueba de estabilidad de un
bioinoculante a base de roca fosférica, y midieron la produccion de fosforo disponible a partir de la
solubilizacion de la roca fosférica por parte de bacterias fosfato solubilizadoras durante cuarenta dias,
los resultados de la concentracién de fosforo disponible en el primer mes fue de 120mg/kg de
bioinoculante, coinciden con los resultados obtenidos en el presente estudio donde la produccion de
ortofosfatos oscilaba entre 113,3 y 128,3 mg/L, los cuales son valores cercanos al reportado por los
autores, en el mismo estudio durante los cuarenta dias de evaluacion la liberacion de fosforo
disponible fue incrementando, misma tendencia que mostro tanto el consorcio como el co cultivo a las
dos temperaturas evaluadas en funcion del tiempo, esto se debe principalmente a que los
microorganismos convierten mas P en solucién que el requerido para su crecimiento y metabolismo,
de esta forma el excedente estara disponible para las plantas (Hinsinger et al., 2003).

7.11 Pruebas de germinacion in vitro e invernadero usando semilla de Allium cepa

Las pruebas de germinacion con semillas de Allium cepa se realizaron in vitro en camara himeda e
invernadero y se evalué tanto para el consorcio, el co cultivo, las cepas por separado y como control
agua destilada, también se evaluaron las diferencias entre los tiempos de produccion de bacterias,
consorcio y co cultivo a 12 horas, es decir dosificando con una concentracion de 7 Log;UFC/ml y la
produccion a 24 horas cuando se sabe que la viabilidad ha disminuido (concentracion menor a 7
Logi;oUFC/mI), los resultados de estas pruebas en las semillas de Allium cepa en cadmara himeda a
escala de laboratorio y a escala de invernadero, se presentan en la Figura 15.
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7.11.1 Pruebas de germinacion de semillas de Allium cepa in vitro:
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Figura 15. (A) % de indice de germinacion de semillas de Allium cepa en cdAmara hiumeda a escala de
laboratorio. (B) Germinacion de semillas de Allium cepa en suelo a escala de invernadero, promedio de
5 réplicas en cAmara humeda y promedio de 3 replicas con 7 semillas en suelo.

Como se observa en la Figura 15A el indice de germinacién expresado como porcentaje en camara
hameda, fue significativamente superior con el consorcio a las 12 y 24 horas (p<0.0001), obteniendo
porcentajes superiores al 80 % y similares al control con agua destilada, esto significa que el mejor
tratamiento fue el consorcio, seguido por el co cultivo, en donde el indice de germinacién expresado
como porcentaje fue mayor al 70 %, al evaluar las cepas individualmente, se puede observar en la
Figura 15A, que Pseudomonas koreensis y Serratia liquefaciens obtuvieron resultados muy similares
con porcentajes de indice de germinacion superiores al 60 % a las 12 y 24 horas, mientras que
Kosakonia cowanii fue la cepa cuyo indice de germinacién fue menor del 60 %, estos resultados
sugieren que es mejor trabajar con mas de una cepa, ya que se pueden potencializar las actividades
de las cepas favoreciendo la germinacion in vitro.

Con relacién a las diferencias en los resultados obtenidos con respecto a los tiempos de produccién
(12 y 24 horas), en todos los tratamientos se evidencia que en el in6culo producido por 24 horas el
indice de germinacién de la semilla de Allium cepa es menor que en el inoculo producido por 12 horas,
esto se debe principalmente a que el inoculo de 12 horas tiene una concentracion mayor a 7
Log;o0UFC/mI, mientras que en el inoculo producido por 24 horas la concentracion de biomasa es
menor, ya que como se ha mencionado anteriormente la viabilidad de las cepas después de 12 horas
empieza a decrecer; en esta prueba un factor importante fue la concentracion de las bacterias ya que
estas bacterias, tienen alto potencial de promotoras de crecimiento vegetal y entre mayor sea su
poblacién mejor seréa el efecto que puedan tener sobre las semillas, lo dicho anteriormente concuerda
con el estudio de Morgado et al., 2015, en el cual evaluaban el efecto de diferentes bacterias
promotoras de crecimiento vegetal en plantas de cafia de azlcar, iniciando con una concentracion de
7 LogiUFC/mI, los resultados obtenidos sugieren que la cepa que mostro un mejor efecto en el
crecimiento de las plantulas fue Pseudomonas sp., este mismo resultado se vio reflejado en el indice
de germinacion de semillas en cdmara himeda al evaluar las cepas por separado, ya que como se
menciond anteriormente esta bacteria incrementa el desarrollo de la raiz y la disponibilidad de fosforo
para la planta (Viruel et al., 2011).
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7.11.2 Pruebas de germinacion y crecimiento de las plantulas de Allium cepa en invernadero

Las pruebas de indice de germinacion de la semilla de Allium cepa se realizaron en suelo estéril y sin
fertilizacién, el suelo se inoculo con las bacterias producidas en el medio MT11B, por lo tanto se
valoré el efecto de las bacterias individualmente, en cosnsorcio y co cultivo, los acidos organicos y
otros metabolitos producidos por estas cepas. Los resultados obtenidos en la prueba sugieren que el
mejor tratamiento fue el consorcio producido por 12 horas con un porcentaje de indice de germinacion
mayor al 80 %, mientras que para el mismo consorcio producido por 24 horas el porcentaje fue de 50
%, es decir se presenté una diferencia significativa con respecto a los tiempos de produccion del
consorcio, en donde el inoculo producido por 12 horas tiene un porcentaje mas alto que el inoculo
producido por 24 horas, esta misma diferencia se evidencia en el co cultivo en donde el inoculo de 12
horas presento un porcentaje de indice de germinacion mayor al 50 %, mientras que en el de 24 horas
el porcentaje fue menor al 40 %, siendo este resultado el mas bajo obtenido en la prueba.

Por otro lado, al evaluar las cepas individualmente, la cepa que mostro mejores resultados fue
Kosakonia cowanii, cuyos resultados de porcentaje de indice de germinacién fueron mayores al 50%
para el inoculo producido por 12 y 24 horas, por parte de Serratia liquefaciens y Pseudomonas
koreensis ambas cepas mostraron resultados muy similares, teniendo porcentajes superiores al 40 %,
en los inéculos cuyo tiempo de produccion fue de 12 y 24 horas.

Los resultados obtenidos fueron muy similares a las pruebas realizadas en cAmara hiumeda, ya que se
evidencia que el mejor tratamiento es el consorcio producido durante 12 horas, y al igual que en las
pruebas realizadas en el laboratorio los tratamientos tenian mejores porcentajes de indices de
germinacion cuando los indculos fueron producidos por 12 horas, las diferencias en los porcentajes del
indice de germinacién en cada tratamiento, entre las pruebas realizadas en el laboratorio y las
realizadas en el invernadero en las cuales el porcentaje fue menor, pueden deberse a que en el
invernadero las cepas y las semillas se encontraban expuestas a diferentes condiciones
medioambientales como el cambio de clima, la lluvia, entre otras condiciones que pudieron afectar su
viabilidad, por esta razén también se veria afectado el indice de germinacién de las semillas, esto se
ve reflejado en el estudio de Agbodjato et al., 2016 _en el cual tenian tres bacterias promotoras de
crecimiento vegetal y evaluaban la germinaciéon de la semilla y el crecimiento de la planta de maiz al
utilizar las cepas por separado y las cepas en co cultivo y consorcio, el estudio de germinacion se
realizé in vitro y en invernadero mostrando resultados similares en donde la germinacion fue mayor in
vitro que en invernadero, y cuando se tenia el consorcio de las tres bacterias evaluadas, esto se debe
a que los efectos de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal en combinacion inducen el
crecimiento de las raices y aumentan la disponibilidad de nutrientes y la superficie de intercambio entre
el suelo y las plantas, como consecuencia de una mejor superficie de intercambio, es que se presenta
una mejor nutricion de la planta y por lo tanto un mejor desarrollo de la misma (Strani et al., 2009).

Los resultados de la germinacién de semillas de Allium cepa tanto en camara hiumeda como a escala
de invernadero muestran un buen porcentaje de indice de germinacion, ya que como se puede
evidenciar ninguna cepa sola, en consorcio o co cultivo, resulta toxica para las semillas, esto quiere
decir que ninguna cepa produce metabolitos que puedan inhibir el desarrollo de la semilla, esto se
debe principalmente a que estas bacterias estan reportadas por diferentes autores como promotoras
de crecimiento vegetal (PGPR), segln un estudio realizado por Gusain et al., 2014, en el cual
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buscaban evaluar el potencial de diferentes cepas aisladas de suelos cultivablables como promotoras
de crecimiento vegetal, teniendo en cuenta tres parametros de evalucién para determinar qué tan
buena era cada cepa, dentro de estos parametros se encontraba la produccién de sideroforos, la
capacidad de solubilizacién de fésforo, y la produccién de la fitohormona acido indolacetico (IAA), una
de las cepas halladas en este estudié fue Pseudomonas koreensis, la cual tubo excelentes resultados
en los tres parametros evaluados en el estudio, esta bacteria puede liberar hasta 98,5 mg/L de fosforo
disponible, fue positiva para la produccion de sideroforos y adicionalmente en cuanto a la produccién
de IAA obtuvo 55,67ug/ml de esta fitohormona, los resultados indican que esta bacteria tiene gran
potencial como promotora de crecimiento vegetal (Chaiharn et al., 2011) lo cual concuerda con los
resultados obtenidos tanto en cAmara humeda en donde el indice de germinacion fue cercano al 60%
y en las pruebas de invernadero donde el indice de germinacién de las semillas fue de 40%.

Por otro lado Serratia liquefaciens también mostro buenos resultados, esta bacteria fosfato
solubilizadora se encuentra igualmente dentro del grupo de PGPR, esto se debe a que ademas de
solubilizar muy algunos nutrientes como el P o el Zn (Jamil et al., 2015), también ha demostrado que
tiene una alta capacidad de colonizacién tanto en la rizosfera como en la raiz (Dashti et al., 2000), por
ultimo la cepa Kosakonia cowanii también reportada como PGPR por su capacidad de producir I1AA, y
por su capacidad de solubilizar fésforo (Kruasuwan et al., 2016).

7.11.3 Variables de crecimiento vegetal en invernadero:

Por otro lado los resultados obtenidos posterior a los dos meses de prueba se evidencian en la Figura
16, en esta prueba se evalué el peso aéreo, el peso de la raiz y plantula y el pH del suelo en cada uno
de los tratamientos, correspondientes a cada cepa por separado, las cepas en consorcio y en co
cultivo, de igual manera se tenian diferencias entre el tiempo de produccién de las bacterias, el
consorcio y el co cultivo a 12 horas, cuando su concentracion era de 10x10’UFC/ml y la produccion a
24 horas cuando se sabe que la viabilidad ha disminuido.
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Figura 16. (A) Peso aéreo de las plantas de Allium cepa en invernadero después de dos meses. (B)
Peso raiz y plantula de Allium cepa en invernadero posterior a los dos meses de prueba. (C) pH del
suelo en el que se realiz6 la prueba en invernadero después de dos meses de prueba. Los resultados
con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al andlisis estadistico Post-
Hoc de Tukey, con un promedio de tres replicas con siete semillas en el suelo.
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Los resultados que se muestran en la Figura 16 sugieren que el mejor tratamiento es el consorcio,
pues como se puede evidenciar en el peso aéreo y en el peso de la raiz y la plantula, en el consorcio
fue donde se obtuvieron los mejores resultados, en ambos casos también se puede observar que a
diferencia de lo que sucedié con la germinacion de las semillas, en este caso la mayoria de los
tratamientos fue mas efectivo en los inéculos producidos por 24 horas, esto puede estar relacionado
con los que ha dicho anteriormente, ya que a las 24 horas la viabilidad ha disminuido, pero al disminuir
la viabilidad aumenta la produccién de ortofosfatos es decir fosforo disponible, y como lo mencionan
diferentes autores el fosforo es un macronutriente esencial para el desarrollo de la planta ya que es un
componente primario de los sistemas responsables de la captacién, almacenamiento y transferencia
de energia y es un componente basico en las estructuras de macromoléculas como acidos nucleicos y
fosfolipidos, las raices de la planta absorben el fésforo principalmente en forma de i6n ortofosfato
primario (H,PO, ), o como ortofosfato secundario (HPO, ), la baja disponibilidad de fosforo en el suelo
puede causar trastornos fisioldgicos en la planta como el no sintetizar proteinas inhibiéndose la
sintesis de ARN, en cuanto a algunos signos fisicos de deficiencia de fosforo se evidencia coloracion
morada en las margenes de las hojas, enrrollamiento de las hojas y crecimiento lento y retraso en la
maduracion (Fernandez., 2007).

De acuerdo a los resultados que se presentan en la Figura 16A y 16B para el peso seco de la parte
aérea y el de la raiz de Allium cepa, se puede evidenciar que todos los tratamientos presentaron
resultados mas altos con respecto al control realizado con agua, en el caso del peso aéreo el
tratamiento con los resultados mas altos fue el consorcio en el cual el peso aéreo fue de 50 mg para el
inoculo producido por 12 horas y 60 mg en el inoculo producido por 24 horas, mostrando un aumento
de peso de aproximadamente 25mg con respecto al control, dentro de este consorcio se encuentra
Pseudomonas koreensis, esta cepa fue la que mejores resultados mostro al evaluase cada cepa por
separado, el peso aéreo de la planta de Allium cepa al ser inoculada con esta bacteria fue mayor a 45
mg, con una diferencia de méas de 15 mg con respecto al control, en el caso del peso seco de la raiz se
presentan resultados muy similares para Pseudomonas koreensis, ya que fue la cepa que presento
mayor incremento en el peso de la raiz de Allium cepa con valores mayores a 15 mg, con una
diferencia de 6 mg con respecto al control, estos resultados son similares a los obtenidos por Sanchez
et al., 2012, en donde evaluaron el peso aéreo y el peso radicular de una hortaliza en funcién de
diferentes bacterias promotoras de crecimiento vegetal, teniendo como resultado que Pseudomas sp.
fue la bacteria que mejores resultados en el incremento del peso aéreo y del peso de la raiz mostro
con respecto al control que al igual que en el presente estudio fue agua fue agua estéril.

No solo Pseudomonas koreensis mostro buenos resultados, las cepas Serratia liquefaciens y
Kosakonia cowanii también mostraron un incremento en el peso aéreo y el peso de la raiz de la planta
Allium cepa, esto se atribuye a que como se ha mencionado anteriormente todas estas cepas tienen
una alto potencial de promotoras de crecimiento vegetal.

Con respecto al pH se evidencia que todos los tratamientos acidificaron el suelo, unos en mayor
proporcién que otros, los tratamientos que menor acidificacion mostraron fueron el consorcio y la cepa
Kosaconia cowanii con unos valores de pH que oscilaban entre 6,0 a 6,3, Serratia liquefaciens mostro
valores de pH entre 5,5y ,60; los tratamientos que mayor acidificacién presentaron fueron el co cultivo
y Pseudomonas koreensis con valores de pH entre 5,0 a 5,5, la acidificacion del medio se debe a la
presencia de acidos organicos producidos por procesos metabdlicos llevados a cabo por estas
bacterias (Wei et al., 2018).
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Los cultivos de cebolla presentan un desarrollo adecuado a lo largo de 148 dias aproximadamente, en
la primera etapa de desarrollo, es decir durante los primeros 30 dias, el tamafio del bulbo es inferior a
1 cm, se presentan alrededor de 3 hojas por planta de cebolla y el peso seco de la planta es bajo, a los
60 dias la cantidad de hojas es el doble, sin embargo el tamafio del bulbo sigue siendo pequefio,
mientras que el peso seco empieza a aumentar, finalmente las plantas de Allium cepa al ser
cosechadas después de minimo 120 dias de cultivo y maximo 150 dias, muestran un incremento en
los pardmetros anteriormente mencionados, alcanzando hasta 12 hojas por planta, un tamafo de
bulbo de 8 a 9 cm y un peso seco de 40 g (Moraes et al., 2016), este incremento se evidencia al
presentarse las condiciones adecuadas para tener un buen desarrollo fenolégico del cultivo de cebolla
Allium cepa.

La cebolla es una variedad vegetal que esta fuertemente influenciada por factores ambientales, uno de
los principales es el fotoperiodo, pues esta planta necesita estar expuesta a largos periodos de luz
solar para desarrollarse de manera adecuada, ya que la luz es un factor limitante para la formacion del
bulbo (Costa et al., 2007), otro aspecto importante es la absorcién de nutrientes a lo largo del tiempo
de crecimiento, en la produccién de hortalizas como la cebolla es indispensable realizar un estudio de
absorcion de nutrientes a lo largo del periodo de desarrollo, este estudio es una herramienta que
permite conocer los periodos de aumento de las necesidades nutricionales de las plantas de cebolla en
un cultivo (Porto et al., 2007).

Con respecto a lo mencionado anteriormente acerca de los nutrientes, uno de los nutrientes esenciales
para el adecuado desarrollo de la cebolla es el fosforo (P), en el cultivo se necesitan altas cantidades
de P disponible, sin embargo la cebolla no requiere grandes cantidades de este nutriente, durante los
primeros dias de desarrollo se requieren 2mg/planta de P, ya que durante esta etapa estan
germinando las raices de las semillas y estas raices son la parte de la planta que menos acumula
fésforo, la raiz acumula un 2% del fosforo absorbido, el bulbo acumula un 48% y las hojas un 50%, las
hojas necesitan entre 5 a 6 mg/planta este valor se mantiene constante durante el crecimiento de la
planta, mientras que el bulbo al inicio de su desarrollo necesita 1 mg/planta y termina requiriendo de 4
a 5 mg/planta, es decir que a medida que avanza el desarrollo de la planta de cebolla, especificamente
del bulbo de la cebolla, la planta va a necesitar una mayor cantidad de fosforo disponible, dado que
para el engrosamiento del bulbo uno de los macronutrientes principales es el fésforo, se estima que la
cantidad adecuada de P en los ultimos dias de desarrollo es alrededor de 9 mg/planta (Moraes et al.,
2016), generalmente para suplir los requerimientos nutricionales de P en los cultivos de cebolla se
utilizan fertilizantes quimicos que resultan no ser amigables con el medio ambiente y toxicos al usarse
en grandes cantidades, por esta razén una de las estrategias que se puede implementar en estos
cultivos es el uso de biofertilizantes a base de microorganismos fosfato solubilizadores, ya que estos
microorganismos juegan un papel clave en el ciclo del fésforo solubilizando P inorgénico y poniéndolo
a disposicién de las plantas (Prabhu et al., 2018).

7.11.4 Estabilidad de las cepas del consorcio y co cultivo durante la prueba de germinacion en
invernadero

Uno de los factores mas importantes en un inoculo es la viabilidad y la estabilidad, para asegurarnos
que las cepas se encontraban viables a los dos meses de prueba se realizaron recuentos de la
biomasa presente en el suelo, en cada tratamiento y para verificar que el consorcio y el co cultivo
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fueran estables se realizd el recuento de cada morfotipo dentro de estos dos tratamientos, los
resultados que se obtuvieron se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. Viabilidad de las cepas (Log;,UFC/ml) evaluadas por separado y en consorcio y co cultivo,
posterior a las pruebas realizadas en invernadero (A) Bacterias totales y solubilizadoras al realizar la
produccion por 12 horas con una dosis de 10x10’UFC/ml, (B) Concentracion de cada cepa dentro del
consorcio y co cultivo al realizar la produccion por 12 horas con una dosis de 10x10’UFC/m,
(C)Bacterias totales y solubilizadoras al realizar la produccion por 24 horas con una dosis menor a
10x10’UFC/ml, (D) Concentracién de cada cepa dentro del consorcio y co cultivo al realizar la
produccion por 12 horas con una dosis de 10x10’UFC/m.

En cuanto a la viabilidad que se presenta al finalizar los dos meses de prueba, se puede observar que
los resultados de bacterias totales y de bacterias fosfato solubilizadoras son muy similares en el
inoculo producido a 12 horas (Figura 17A) y en el que fue producido por 48 horas (Figura 17C), en los
dos casos la poblacion de bacterias es menor a 7 Logi,0UFC/ml, sin embargo los resultados sugieren
gue a pesar de que la concentracién de microorganismo si disminuyo, el valor mas bajo en ambos
casos concluidos los dos meses de prueba, fue mayor a 4 Log;,UFC/ml, valor aceptado por la NTC
gque se encuentra en consulta, a diferencia de las pruebas de estabilidad en donde la biomasa al mes
decrecié y se encontraba alrededor de 2 Log;UFC/ml, esto se puede atribuir a que las bacterias
ademas de encontrarse en un medio donde cuentan con las condiciones necesarias para la produccion
de biomasa y liberacion de fésforo disponible, es decir el medio MT11B, también se encuentran en una
matriz como el suelo cultivable en donde pueden tener una relacion simbibtica con la planta
manteniendo su poblacién durante el tiempo (Reyes et al., 2006).
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Finalmente para asegurarnos de la estabilidad de cada cepa dentro del consorcio (Pseudomonas
koreensis, Serratia liguefancies y Kosakonia cowanii) y el co cultivo (Pseudomonas koreensis y
Serratia liquefancies) se realiz6 el recuento por morfotipos al culminar con los dos meses de prueba,
los resultados obtenidos para los tratamientos producidos a 12 horas se evidencian en la Figura 17B y
a 24 horas en la Figura 17D, al igual que en los resultados anteriores no se evidencian diferencias
entre los indéculos producidos a las 12 horas y a las 24 horas, ya que para el consorcio la
concentracion de bacterias totales esta cercana a una concentracion de 6 Logi;UFC/ml, en ambas
condiciones de prueba, dentro del consorcio producido por 12 horas los recuentos para Pseudomonas
koreensis y Serratia liquefancies eran muy similares, estos recuentos se encontraban en valores
cercanos a 5,5 Logi;gUFC/mI, mientras que para Kosakonia cowanii el recuento fue de 4 Log;qUFC/ml,
lo que significa que la poblacion de esta Ultima bacteria dentro del consorcio es menor que la de las
otras dos presentes en este consorcio, sin embargo los resultados del consorcio producido a 24 horas
muestran que las tres bacterias presentes en el consorcio tenian una concentracion muy parecida, la
cual se encuentra alrededor de 5 Log;oUFC/m.

Por otro lado en el co cultivo la concentracion de bacterias totales, en estas dos diferentes condiciones
de produccion evaluadas, se encontraba alrededor de 4,5 Log;,UFC/mI, del mismo modo los recuentos
de Pseudomonas koreensis Yy Serratia liquefancies fueron muy parecidos entre estas dos bacterias,
tanto a las 12 horas de produccién como a las 24 horas, los valores de recuentos oscilaban entre 4
Logi;oUFC/mly 4,5 Log;,cUFC/mI, es decir que la poblacion decrecio pero se mantuvo igual para las dos
cepas durante los dos meses de prueba. Los resultados anteriores sugieren que las cepas presentes
en el consorcio y el co cultivo son estables al probarse en una matriz como el suelo, sin embargo sigue
siendo necesario implementar un soporte que alarge la viabilidad de las bacterias alargando la vida util
de bioinoculante.
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8. Conclusiones:

En suelos de cultivos de Allium cepa se identificaron 3 cepas con capacidad para solubilizar
roca fosférica, ademas de caracterizarse por ser bacilos Gram negativos y no presentar
antagonismo entre ellos, lo que permitid el disefio de un co cultivo y consorcio, donde la mayor
actividad solubilizadora se evidencia en el consorcio.

El disefio del medio MT11B favorece la mayor produccion de biomasa de las cepas en
consorcio y en co cultivo, lo que va a generar la produccion de acidos organicos y por ende la
liberacion de ortofosfatos.

La estabilidad de las cepas en consorcio y en co cultivo en el medio MT11B disminuye en un
80% a partir del primer mes, lo que resulta en una baja estabilidad y en la necesidad de usar un
soporte para aumentar la estabilidad de las cepas en consorcio y co cultivo.

Se demostro el potencial de las tres bacterias seleccionadas como promotoras de crecimiento
vegetal en las pruebas de germinacion in vitro e invernadero debido al incremento en el indice
de germinacion, el peso seco de la parte aérea de la planta y de la raiz.

9. Recomendaciones:

En cuanto a la estabilidad de las bacterias tanto en consorcio como en co cultivo, en un
bioinoculante es necesario utilizar un soporte como aserrin, corteza de pino, polvos o aditivos
que aseguren que la viabilidad se mantendra estable a lo largo del tiempo, garantizando que la
poblacién de bacterias fosfato solubilizadoras se encuentre viable dentro del producto.

El medio de cultivo disefiado MT11B puede ser optimizado mediante un disefio experimental
Box-Behnken.

Identificar la capacidad de solubilizacién de fésforo organico por medio de la actividad fosfatasa
utilizando la técnica de p-nitrofenilfosfato de cada una de las cepas bacterianas.

10. Productos cientificos derivados de este trabajo de grado.

Participacién en modalidad de poster en el evento: Bogota Microbial Meeting 2017. Llevado a
cabo en la Universidad de los Andes los dias 18 y 19 de agosto del 2017, el poster recibi6 el
nombre de “Seleccion y produccion de bacterias solubilizadoras de fosfato empleando roca
fosférica como sustrato”, los autores fueron: Andrea Blanco Vargas, Natalia Sanchez Castro,

Lina Maria Rodriguez Gacha, Aura Marina Pedroza Rodriguez, Raul Alberto Poutou Pifiales.
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