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Resumen

Biosolubilizadores de fdsforo organico e inorganico del
bosque templado de Santa Rosa Guanajuato, México. El
estudio se enfoca en la probleméatica derivada de la
produccion de carbén en el bosque de la sierra de Santa
Rosa, Guanajuato. El primer paso fue la blsqueda y
aislamiento de microorganismos biosolubilizadores de
fésforo, por lo que el sitio de estudio se dividio en tres
zonas: dentro y fuera de la carbonera y una zona de
control. Se evalud su efecto sobre el pH y la solubilizacion
de fdsforo en medio solido y liquido amortiguado,
posteriormente se seleccionaron los mejores aislados y se
hicieron las evaluaciones en suelo con muestras
auténticas. Las evaluaciones mostraron buena capacidad
de biosolubilizacién tanto organica como inorganica de
fésforo, resultando de la caracterizacion Serratia
odorifera y Ochrobacter athropi para fosforo organico y
Providencia stuartii y Proteus penneri para fosforo
inorganico. El uso de estas bacterias seria de gran
importancia ya que acortarian los tiempos de
recuperacion de los suelos alterados en la zona, ademas
de poder utilizarlos en otros sitios con problemas
similares.

Solubilizacién, mineralizacion, asimilacién, organico,
inorganico

Abstract

Organic and inorganic phosphorus biosolubilizers in
temperate forest of Santa Rosa Guanajuato, Mexico. This
study focuses on the derivative problems of coal
production in the forest of the Sierra de Santa Rosa,
Guanajuato. The first step was the screaning and isolation
of microorganisms biosolubilizers phosphorus, so the
study site was divided into three areas: center, outside and
a control zone of the charcoal making site. Its effect on pH
and phosphorus solubilisation in solid and liquid medium
was evaluated. Then the best isolates were selected and
soil evaluations were made with authentic samples.
Evaluations showed good ability of organic and inorganic
phosphorus  biosolubilization. We found Serratia
odorifera and Ochrobacter athropi for solubilization of
organic phosphorus and Providencia stuartii and Proteus
penneri for solubilization of inorganic phosphorus. The
use of these bacteria would be of great importance as it
would shorten the time of recovery of disturbed soils in the
area, in addition to use on other sites with similar
problems.

Solubilization, mineralization, assimilation, organic,
inorganic
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Introduccion

El aprovechamiento inadecuado de las zonas
forestales ha provocado la disminucion de los
bosques, en gran parte debido a la infertilidad de
los suelos (Jardel, 2006). Algunas actividades
como la quema prolongada por la generacion de
carbdn vegetal, causa alteracion del pH (Marcos
et al., 1999) y que los compuestos del suelo
cambien a formas no asimilables, necesitandose
muchos afios para su regeneracién (Fernandez,
2006).

La fertilidad del suelo se encuentra
relacionada con la disponibilidad de nutrientes
para las plantas. Esta depende de un complejo
equilibrio de macro y microelementos. Los tres
elementos mas importantes son nitrogeno,
fésforo y potasio. El fosforo existe en el suelo
en forma orgéanica e inorganica, habiendo una
diversidad de compuestos fosforados, algunos
que varian desde formas disponibles para las
plantas hasta las formas no disponibles; esta
ultima forma es la m&s comun de encontrar en
el suelo (Diaz et al., 2001). El fésforo organico
proviene de restos vegetales y animales que al
ser degradados por los microorganismos del
suelo  liberan  compuestos  fosfatados,
constituyendo del 29 al 65% del fdsforo
presente en la superficie del suelo, lamayoria en
compuestos de bajo peso molecular. El fosforo
inorganico se encuentra formando parte de
minerales, los mas importantes son las apatitas,
la estregita y la variscita, que pueden liberar
fosforo muy lentamente por meteorizacion
(Montecinos, 2010).

Los microorganismos capaces de
mineralizar el fésforo  organico  son
considerados microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPR) (Escudero, 2008).
Estos  microorganismos  convierten  los
compuestos minerales insolubles en solubles
que pueden ser absorbidos (solubilizacién de
fosforo) por las plantas.
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Se han aislado de distintos suelos
bacterias  biosolubilizadoras de  fosfato
pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium,
Burkholderia, Achromobacter, Microccocus,
Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia. Estos
microorganismos crecen en medios con fosfato
tricalcico, apatita o materiales insolubles
similares como Unica fuente de fosfato y no solo
asimilan el elemento sino que solubilizan una
gran proporcién del mismo, liberdndolo en
cantidades superiores a sus demandas
nutricionales (Salazar, 2008).

El aislamiento de microorganismos
solubilizadores y su posterior uso para pruebas
de captacién de fosforo, nos permitird conocer
el mejor biosolubilizador o si es mejor una
combinacion de estos para asi poder regenerar
esta zona asi como zonas con semejantes
caracteristicas fisicoquimicas o inclusive su uso
coo mejoradores de suelos agricolas.

Materiales y Métodos
Muestreo de suelo

El muestreo se llevo a cabo basandose en el
método de Coraspe M y Tejera S (1996) en 2
zonas que fueron: dentro de la carbonera y una
zona control, toméandose 2 submuestras de
puntos opuestos para tomar una muestra
representativa de 1 kg, hasta una profundidad de
15 cm. La carbonera en seleccionada tenia al
momento del muestreo 5 afios de haber sido
utilizada. Cada muestra fue transportada y
almacenada a 4°C en el laboratorio por un
periodo de no mas de 1 semana.
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Aislamiento de biosolubilizadores organicos
e inorganicos

Las bacterias solubilizadoras de fosfato fueron
aisladas en medio NBRIP de acuerdo con
Fernandez (2005), conteniendo por litro:
glucosa 10g, Cas(POas)2> 59, MgCl..6H.0 5g,
MgS0O4.7H20 0,259, KCI 0.2g, (NH4)2S04 0.1g
y agar 15g, en solucion reguladoral00mM de
Tris-HCI con rojo de metilo al 0.01% como
indicador de pH (Joseph, 2009).

Para las bacterias biosolubilizadoras de
fosforo organico se utilizé el medio basal
Sperber (1958) conteniendo glucosa 10.0g,
extracto de levadura 0.5g, CaCl, 0.1g, MgSQOa4
7H20 0.25g y 15.0g agar por L, complementado
con 2.5 g de glicerol-1 fosfato como fuente de
P a pH=8. Las placas de Petri se incubaron por
7 dias a 28°C hasta la aparicion de halos claros
alrededor de las UFC biosolubilizadoras de
fosfatos. Se seleccionaron las colonias con
mayor crecimiento y diametro de halo y
cultivaron en 90 ml. de medio liquido inoculado
con 200 pL de suspension bacteriana.

Preparacion de cultivos liquidos

Las bacterias aisladas fueron cultivadas en
medio NBRIP liquido e incubados a 27°C con
agitacion a 120 rpm. Para las determinaciones
se tomaron tubos a diferentes tiempos durante
15 dias después de la primeras 48h de
incubacion.  Para  cada  determinacion
indepoendiente se tomo el sobrenadante
después de una filtracion a través de papel
Whatman # 42 y usado para la determinacion
del pH y del P soluble.

Determinacién de fésforo

La cuantificacion se llevo a cabo de acuerdo al
método descrito por Olsen y Sommers (1982)
utilizando NaHCO3s; como solucion extractora
para pH alcalinos y el método Bray y Kurtz
(1945) para pH é&cido, con NH4F 0,03N y HCI
0,025N como soluciones de extraccion.
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Efecto sobre el pH y biosolubilizacion de
fésforo en medio liquido

Seleccion de biosolubilizadores y
evaluaciones en suelo

Se seleccionaron 3 bacterias de cada tipo de
solubilizacion,  tanto  organicas  como
inorganicas que tuvieron mejor capacidad.

Para evaluar la capacidad
biosolubilizadora en muestras reales se adicion6
5 ml de in6culo bacteriano estandarizado a una
concentracion de 10° UFC a recipientes con 100
gramos de suelo de la zona mas dafiada (dentro
de la carbonera). La muestra fue incubada a
27°C por 5 dias y posteriormente el fésforo
soluble fue determinado.
Identificacion de las bacterias
biosolubilizadoras

Los aislados inicialmente fueron caracterizados
por medio de tincién de Gram. Posteriomente
fueron sometidas a pruebas bioquimicas API
E20 STREP, de acuedo a las instrucciones del
fabricante.

Resultados
Aislamiento de bacterias biosolubilizadoras

En el aislamiento de bacterias de diferentes
zonas, fuera de la carbonera, dentro de la
carbonera y zona control tanto solubilizadoras
organicas como inorganicas se obtuvieron
diferentes bacterias formando halos claros
alrededor de estas. Posteriormente se llevaron a
medio liquido correspondiente para prueba de
solubilizacion organica e inorganica en donde
también se pudo observar el cambio de color,
seleccionandose las que cambiaron de color en
menos tiempo. En la Tabla 1 se listan los
aislados bacterianos seleccionados para cada
tipo de solubilizacion.
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Figura 1 Cambio de color en bacteria aislada Fuera de la
Carbonera. Prueba para solubilizacion de fésforo
inorganico.

Efecto sobre el pH y biosolubilizacion de
fosforo inorganico en medio liquido

La evaluacién del pH (Graf 2) asi como de las
concentraciones de  fosforo  inorgénico
solubilizado por bacterias aisladas en la zona de
fuera de la carbonera muestran que las bacterias
FC 2c y FC 1b se comportan de forma similar
llegando a un pH minimo de 4.5, partiendo de
un valor inicial de 7. Sin embargo, en el ensayo
de solubilizacién (Graf 3), FC 2c resultd mejor
ya que logra aumentar la concentracion de
fésforo hasta 12.7 ppm comparado con FC 1b
que a los 8 dias de la evaluacion tuvo una
concentracion maxima de 4.8 ppm. De las
bacterias obtenidas de la zona control, los
aislados CTRL 3a y CTRL 2a, lograron una
disminucion de pH hasta 5 y 45
respectivamente (Graf 4). Respecto de la
efectividad de la solubilizacién, ambas tuvieron
un desempefio pobre, con valores maximos a los
7 dias de 3.5y 2.18 respectivamente (Graf. 5).

pH Fuera de la carbonera
7,5

; == FC 2C
T 65 == FC1B
2 6
5,5
5
0 2 4 6 8

Dias

Gréfico 2 Bacterias sobresalientes en cambio de pH fuera
de la carbonera (inorganico).
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Solubilizacion de fésforo fuera de
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Graéfico 3 Fésforo soluble en zona fuera de la carbonera
(inorganico).
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Grafico 4 pH en bacterias destacadas zona control
(inorgénicos).
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Grafico 5 Fosforo soluble en zona control (inorgénicos).

Efecto sobre el pH y biosolubilizacion de
fésforo organico en medio liquido

El aislado 3a, fue comparado con dos aislados
de la zona fuera de la carbonera 2a y 4a. El
comportamiento de 3a fue ligeramente menor en
la disminucién del pH, llegando hasta las 4.5
unidades, mientras que los aislados 2a y 4a,
lograron una disminucion hasta las 4 unidades
(Graf 6). El aislado 3a mostré mayor actividad
solubilizadora de fésforo organico llegando a
5.7 ppm a los 6 dias en comparacion con 2a que
logra 3.7 ppm en el mismo tiempo.
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Sin embargo, es el aislado 4a que logra
la mayor actividad solubilizadora obteniéndose
un méximo de 13.4 ppm en el mismo tiempo de
estudio (Graf 7). Por otro lado, los aislados de la
zona control tuvieron mejor comportamiento
que los aislados de dentro de la carbonera. Las
bacterias aisladas para esta zona CTRL 2ay 3a,
disminuyeron el pH de forma muy similar,
alcanzando un pH final de 4.5, aunque cabe
resaltar que el aislado CTRL 2a tuvo un
decremento en el pH mucho mas rapido
comparado con los otros aislados.

En cuanto a las concentraciones, se
observo que el aislado 2a tuvo mayor actividad
solubilizadora con 8.5 ppm mientras que 3a
alcanz6 5.8 ppm (Graf 8 y 9).

pH en la zona fuera de la carbonera
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Gréafico 6 pH en bacterias destacadas fuera de la
carbonera (organicos).
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Grafico 7 Fosforo soluble zona fuera de la carbonera
(organicos).
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Grafico 8 pH bacterias destacadas zona control
(organicos).
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Grafico 9 Fésforo soluble zona fuera de la carbonera.
(organicos).

Seleccion de biosolubilizadores y
evaluaciones en suelo

De acuerdo a los resultados obtenidos
previamente, se seleccionaron los aislados de
mayor actividad biosolubilizadora, los cuales
son representados por aquellas bacterias cuyo
medio presentd mayor decremento del pH ya
que este es un indicativo que hay fésforo
presente en el medio liquido, por lo que se
decidio tomar las bacterias de la Tabla 1.

Inorgénicos Orgénicos

CTRL 3a CTRL 2a

Fuera de carbonera Fuera de carbonera 3a
FC 1b

Fuera de carbonera Fuera de carbonera 4a
FC 2c

Tabla 1 Bacterias seleccionadas con mejor actividad
biosolubilizadora.
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Biosolubilizadores inorganicos

En la Tabla 2 se muestran los resultados
promedio de las determinaciones del ensayo por
triplicado, con los valores de solubilizacion a los
5 dias. Los tres aislados se comportaron de
manera similar, con valores ligeramente por
arriba de las 5.2 ppm de fosforo inorganico
solubilizado.

Medicion FC 2c FC 1b CTRL 3a
en dias ppm ppm ppm
2 2.37 2.25 2.39
3 2.48 2.80 2.49
4 3.91 3.61 3.82
5 5.22 5.32 5.28

Tabla 2 Concentraciones de fésforo soluble (ppm) en
muestras reales inorganicas.

Biosolubilizadores organicos

La determinacion de solubilizacion de fosforo
orgdnico se muestra en la Tabla 3. Los
resultados promedio de las determinaciones del
ensayo por triplicado a los 5 dias, indican que
los aislados FC 3a y FC 4a lograron valores de
52 y 50 ppm de fosforo soluble
respectivamente, sin embargo el aislado CTRL
2a, logra una mayor solubilizacion de 5.7 ppm.

Medicionen | FC 3appm | FC4a CRTL 2a
dias ppm ppm
2 2.31 2.23 2.39
3 2.61 2.52 2.49
4 3.83 4.23 3.82
5 5.23 5.00 5.28

Tabla 3 Concentraciones de fésforo soluble (ppm) en
muestras reales organicas con diferentes aislados.

Identificacion de las bacterias
biosolubilizadoras

La caracterizacion morfoldgica por tincién de
Gram mostré que los aislados bacterianos FC
1b, CTRL 3a y FC 3a fueron Gram+, mientras
que los aislados FC 2c, 3a y CTRL 2a fueron
Gram- (tabla 4). Para la posterior realizacion de
las pruebas API, obteniendo los resultados de la
tabla 5.
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GRAM POSITIVOS GRAM NEGATIVOS
Fuera de la carbonera FC | Fuera de la carbonera FC

1b 2c

CTRL 3a Fuera de la carbonera 3a
Fuera de la carbonera FC | CTRL 2a

3a

Tabla 4 Bacterias Gram positivas y Gram negativas
correspondientes a la tincion de Gram.

Gram positivas

FC 1b Serratia odorifera
FC 4a NI

CTRL 3a NI

Gram negativas

CTRL 2a Proteus penneri

FC 1c Ochrobacter athropi
FC 3a Providencia stuartii.

NI: No identificada

Tabla 5 Resultados presuntivos de identificacién de
bacterias en pruebas Api.

Discusién

Las bacterias aisladas se obtuvieron de dos
diferentes zonas, una sometida a produccion
artesanal de carbon y la segunda zona es la
denominada zona control ubicada fuera de la
carbonera.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en
medio liquido tanto para solubilizacion
inorganica como organica de fésforo, los
aislados FC 1b y 4a presentaron mayor
capacidad para solubilizacién de fosforo
inorganico (12.7 ppm) como de fdsforo
organico (13.4 ppm) respectivamente. LoS
valores de pH del medio ajustado a 7
disminuyeron a 4.5 (FC 1b) y 4.0 (4a). Los
suelos sometidos a fuego prolongado sufren
cambios importantes en el pH, el cual se eleva
como parte de la liberacion de cationes
cambiables de Ca2+ y Mg2+, entre otros
(Gonzalez et al., 1992). La modificacién del pH
es importante como parte del mecanismo de
solubilizacion ya que gran parte de la
solubilizacion de fésforo se debe a la liberacion
de &cidos organicos (Osorio, 2008).

Lo anterior concuerda con la baja
capacidad solubilizadora de los
microorganismos para zona control, pues no
estan sometidos a condiciones adversas que les
obliguen a solubilizar mayores cantidades de
fésforo.

Es importante sefialar que aunque fue de
manera moderada la solubilizacion de fésforo
organico en la zona control por los aislados 3a 'y
2a (5.8 y 8.5 ppm, respectivamente), es un
resultado importante que se explica por la
mayor presencia de material organico
comparado con los componentes inorganicos
(Vargas-Ramirez, 2012). La evaluacion de la
solubilizacion en un medio controlado es
importante, sin embargo, en wuna matriz
compleja como el mismo suelo suele afectar el
desemperio de los microorganismos (Moratto et
al., 2005).
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Los resultados obtenidos en los ensayos
con suelo como matriz, mostraron se
moderados, con valores mayores a 5 ppm, tanto
para fésforo inorganico como organico, lo que
indica que los aislados bacterianos si bien
disminuyen el desempefio alcanzado en los
medios liquidos, mantienen niveles de
solubilizacion que los hace potencialmente
Utiles para su manejo en campo, ademas, en un
tiempo de respuesta reducido de solo 5 dias,
siendo el aislado CTRL 2a, el que mayor
capacidad de solubilizacion presenta para
fosforo de fuentes orgénicas con 5.7 ppm. Es
importante sefialar que se podrian incorporar en
programas tanto de mejoramiento de suelos
calcareos como de cultivos, ya que al ser
solubilizadas distintas fuentes de fosforo, abre
una posibilidad de amplio aprovechamiento,
incluyendo su posible compatibilidad con otros
biofertilizantes (Rosatto-Moda et al., 2014). Las
evaluaciones mostraron buena capacidad de
biosolubilizacion ~ tanto  organica  como
inorganica de fosforo, resultando de la
caracterizacion Serratia  odorifera y
Ochrobacter athropi para fésforo orgéanico y
Providencia stuartii y Proteus penneri para
fésforo inorgénico.

Se han reportado cada vez mas
microorganismos solubizadores de fdsfotro
entre las que se encuentran los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Agrobacterium, Burkholderia, Achromobacter,
Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium vy
Erwinia (Salazar, 2008).

Si bien la identificacion de los
microorganismos por medio de las pruebas API
se puede considerar como preliminar, faltando
otras pruebas como las moleculares, las especies
encontradas de abren una ventana para nuevos
aislados, formacion de consorcios bacterianos
con distintas formas de solubilizacién a partir de
distintas fuentes, tanto para recuperacion de
suelos como en su integracion en practicas
agricolas.
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