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RESUMEN. La mayoria de los suelos tropicales y subtropicales son deficientes en fosforo
biodisponible, por lo que el empleo de bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
principalmente las solubilizadoras de fosfato, pueden reducir el uso de fertilizantes quimicos. El
objetivo de este trabajo es ofrecer una panoramica actual acerca de los principales géneros y
mecanismos de accion de las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF), asi como analizar su
posible empleo en cultivos de importancia econémica. La utilizacién de géneros bacterianos con
mayores potencialidades de uso como Pseudomonas y Bacillus unido a aislados promisorios de
Azospirillum y Herbaspirilum en cultivos como arroz y café permitiria reducir a largo plazo el uso
de productos quimicos en la agricultura, asi como desarrollar estrategias agronémicas que
preserven el medio ambiente. El éxito de estos inoculantes bacterianos depende de la seleccion de
cepas autoctonas eficientes por tipo de suelo, su capacidad de colonizar la rizosfera y de mantener
la actividad biologica.

ABSTRACT. Most tropical and subtropical soils are deficient in P bioavailable, so the use of
plant growth promoting bacteria, mainly phosphate solubilizing, can reduce the use of chemical
fertilizers. The aim of this paper is to provide a current overview about the representative genus
and mechanisms of action of phosphate solubilizing bacteria (BSF), and to study the potential of
isolated promise in economically important crops. The use of bacterial genera with the greatest
potential for use as Pseudomonas and Bacillus joined isolates promising Azospirillum and
Herbaspirilum in crops such as rice and coffee would reduce long-term use of chemicals in
agriculture and develop agronomic strategies that preserve the environment. The success of these
bacterial inoculants depends on the selection of efficient strains native soil type, its ability to
colonize the rhizosphere and maintain biological activity.
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INTRODUCCION

El fésforo (P) es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de todos los seres
vivos, al formar parte de la composicion de las moléculas orgénicas esenciales para la vida. Las
mayores reservas en el suelo son las rocas y los depdsitos como las apatitas primarias y otros
minerales formados durante otras eras geologicas® que se encuentran formando parte de un estrato
rocoso cuya principal caracteristica es la insolubilidad. La disponibilidad de P para las plantas esta
relacionada con su concentracion en la disolucion de suelo.? La mayoria de los suelos tropicales y
subtropicales son deficientes en P biodisponible por lo que éste elemento debe ingresarse al
agroecosistema como fertilizante. Sin embargo, este no es un recurso renovable y las reservas
mundiales se agotan rapidamente. Se estima que las reservas actuales de P disminuiran a la mitad
entre los afios 2040 y 2060, lo que, unido al hecho de que los precios de los fertilizantes fosforicos
se incrementan constantemente, hace necesaria la busqueda de estrategias sostenibles de
fertilizacion.®

Bajo condiciones deficientes de P, las plantas aumentan el crecimiento de las raices o los pelos
radicales o su densidad, con el objetivo de lograr la exploracion de una mayor superficie y
volumen de suelo®. Tanto las plantas como los microorganismos pueden incrementar la
solubilidad del P inorgénico (Pi) pobremente soluble a través de la liberacion de protones, iones
OH" 0 CO; y aniones de &cidos organicos como citrato, malato y oxalato® y pueden mineralizar el
P organico (Po) por la liberacion de varias enzimas fosfatasas.®

Muchos microorganismos del suelo tienen la capacidad de transformar el P insoluble en formas
asimilables para las plantas, con lo que contribuye a su disponibilidad en el suelo, entre ellos se
destacan las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) que constituyen una excelente alternativa
para reducir la cantidad de fertilizantes aplicados a diferentes cultivos’. Estas bacterias solubilizan
tanto el Po, como el Pi® e incluyen una amplia cantidad y diversidad de géneros. Sin embargo, se
requieren estudios que profundicen en los que tienen mayor potencial de empleo para realizar
procesos de solubilizacion y en sus mecanismos de accion.

Este trabajo tuvo como objetivo ofrecer una panoramica actual acerca de los principales géneros y
mecanismos de accion de las BSF, asi como analizar su posible empleo en cultivos de importancia
econdmica.

DESARROLLO

Generalidades de la disponibilidad de P en el suelo

Mas del 90 % del P total en el sistema suelo-planta-animal esta en los suelos y menos del 10 % en
el resto de los sistemas bioldgicos. Su contenido en los suelos se presenta en un intervalo de 200 a
5000 mg . kg2, con un promedio de 600 mg kg™. En las rocas primarias y en los suelos jovenes, el
P se encuentra unido principalmente a calcio y magnesio® con una solubilidad tipica cercana a 0.5
mg L. Las mayores reservas en el suelo son las rocas y los depdsitos minerales, como los de
apatita, hidroxiapatitas y las oxiapatitas cuya principal caracteristica es la insolubilidad. *°

El desgaste gradual de los minerales primarios da lugar a minerales secundarios a través de
procesos de fijacion y precipitacion, que dependen altamente del pH y el tipo de suelo. En suelos
acidos, el P es fijado por 6xidos e hidroxidos libres de hierro y aluminio, mientras que en los
alcalinos es fijado por calcio. El fosfato mineral puede encontrarse también asociado a la
superficie hidratada de éxidos de hierro, aluminio y manganeso que son pobremente solubles y no
asimilables. Esta es una caracteristica de los suelos ferraliticos en los que la hidratacion y
acumulacion de estos 6xidos provoca un aumento de la inmovilizacion del P. 2 En otros tipos de
suelos, por ejemplo, los de serpentina, con elevdas concentraciones de metales pesados como
niquel, cromo y cobalto, el contenido de P es muy bajo.™

En términos de fuentes de nutrientes para las plantas en el suelo se distinguen tres formas
principales de P: i) Pi en disolucidn (Psol), ii) Po y iii) Pi asociado a particulas minerales; de las
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cuales, el Psol, principalmente en forma de ortofosfato, es el considerado disponible para las
plantas.’* La concentracion del Psol estd determinada por los procesos de mineralizacion e
inmovilizacion del Po, ademas, por el equilibrio entre los procesos de adsorcion-desorcion y
precipitacion-disolucion del Pi.

La adsorcion es la formacion de enlaces quimicos entre el P y las superficies minerales y la
desorcion es la liberacion del P de estas mismas superficies hacia la disolucion del suelo.®Las
superficies cargadas positivamente de las arcillas, de los minerales de hierro (Fe®*"), aluminio
(AP") y calcio (Ca"), atraen los iones ortofosfato de la disolucion, que se adsorben a grupos
funcionales superficiales, intercambiandose con grupos hidronio e hidroxido.

Las reacciones de adsorcion del P en suelos acidos son bifasicas, caracterizadas por una rapida
reaccion inicial, seguida por una reaccion mucho mas lenta. Diversos estudios han demostrado
que la retencién de P en el suelo es marcadamente dependiente de sus propiedades fisicoquimicas,
por ejemplo, de los contenidos de dxidos amorfos y cristalinos de Fe** y AI**, y de los de materia
organica, arcillas y Ca?*. '® Las reacciones de precipitacion son controladas, a su vez, por la
solubilidad de los minerales secundarios del P (fosfatos de aluminio (Al-P), de hierro (Fe-P) y de
calcio (Ca-P).La solubilidad del mineral representa las concentraciones de sus iones
constituyentes que pueden mantenerse en solucién bajo condiciones de equilibrio. Cuando la
concentracion del Psol es mayor que la soportada por la solubilidad quimica del mineral, el Psol
se precipita con los cationes metalicos (Al, Ca, Fe) y forma minerales de P y cuando el Psol es
menor, los minerales de P se disuelven en la disolucion. Bajo condiciones de pH comunes en los
suelos, la solubilidad de los precipitados metélicos del P sigue el orden siguiente: Ca-P > Al-P >
Fe-P. 16

En el suelo, el Pi forma parte de los minerales primarios (apatita: Caio(POas)eX2; siendo Xz = F,
OH o CI") y de los minerales secundarios (formados por precipitacion del P con Al, Cay Fe), se
presenta ademas como: i) P adsorbido sobre las superficies de los minerales de arcilla; ii)
oxihidroxidos de Fe y Al (Fe-P y Al-P); iii) carbonatos de Ca (Ca-P), y iv) P fisicamente ocluido
dentro de los minerales secundarios. Como parte de estos ultimos, los Ca-P [Cas(PO4)2] dominan
en suelos neutrales y alcalinos, mientras los Fe-P (strengita: FePOs . 2H20) y Al-P (Variscita:
AIPQ4 . 2H,0) predominan en los suelos &cidos. 3

Los suelos agricolas contienen grandes cantidades de P, pero en formas no asimilables por las
plantas. Se calcula que el 70 % del Pi proveniente de la aplicacion de productos agroquimicos se
convierte rapidamente en complejos insolubles, tales como fosfato de calcio, de aluminio e i6n
fosfato.’® Estos fosfatos insolubles solo pueden ser llevados a formas solubles por la accion
microbiana.

Las formas idnicas del Pi son dependientes del pH. A un pH que oscila entre 4,0 y 6,0, la mayor
del Pi estd presente como ion H.PO*,que puede ser absorbido por las plantas debido a su
solubilidad en agua. A pH entre 6,5 y 7,5 el Pi en la solucién del suelo estd presente
principalmente como H2PO* y HPO4%, esta Gltima forma también puede ser absorbida por las
raices de las plantas, pero en menor proporcién que la primera. A pH entre 8,0 y 10,0, el ion
HPO4> es dominante. A pH > 10.0, la forma idnica dominante es el POs%, y solo el fosfato de
sodio es disponible para las plantas. En el otro extremo, a valores de pH inferiores a 3.0, el P esta
presente como H3POs, una forma quimica extremadamente reactiva, por lo que en suelos muy
acidos, la fijacion o reversion del fosfato es bastante rapida. 14

La materia orgénica que constituye hasta el 50 % del suelo es un importante reservorio de P
inmovilizado. Tres grupos de compuestos forman la reserva de Po en el suelo: los
inositolfosfatos (ésteres de inositolfosfato), los acidos nucleicos y los fosfolipidos. Debido a su
gran estabilidad, el inositol fosfato (también denominado &cido fitico o fitato), almacena mas del
50% del Po, mientras que el contenido de fosfolipidos comprende entre 0.5y 7 % del Po total.
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Los acidos nucleicos, que se originan a partir de la descomposicion de microorganismos, animales
y restos vegetales constituyen la fraccion méas pequefia (< 3 % del Po total). El contenido de Po
depende de varios factores: clima, vegetacion, textura, practicas de fertilizacion, riegos y drenaje
y uso del suelo. El tiempo de residencia media del Po en el suelo se ha estimado entre 350 y 2000
afios 7. El proceso de liberacion del Po a Pi se conoce como mineralizacion y en el suelo tres
grupos de enzimas participan en esta transformacion.® i) Las Fosfatasas acidas no especificas,
que llevan a cabo la desfosforilacion de los enlaces fosfoéster o fosfoanhidro de la materia
orgénica. ii) Las fitasas, actlan especificamente provocando la liberacion de fésforo del &cido
fitico. iii) Las fosfonatasas y carbono-fésforo liasas que pueden romper las uniones carbono-
fésforo presentes en los organofosforados. La principal actividad enzimética corresponde a las
fosfatasas acidas y a las fitasas, debido a la presencia en el suelo de los sustratos sobre los que
actan de forma predominante.8

Se han sefialado incrementos en la biodisponibilidad de P en el suelo cuando existen aumentos
paralelos en la actividad microbiana.'® Los mecanismos involucrados en la solubilizacion-
mineralizacion microbiana de las diferentes formas de fosfato insoluble incluyen procesos de
acidificacion, quelacion, reacciones de intercambio, produccion de cidos y accion enzimatica'l?
en los que se destacén las BSF por su eficiencia en este proceso.

Bacterias solubilizadoras de fésforo: bases para su seleccion

Diferentes autores demostraron que los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium,
Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Pantoea y Erwinia tienen la capacidad de solubilizar
fosfato.l 2124 Estudios recientes desarrollados por Estrada et al. 1° y Hernandez-Rodriguez et al.
25 permitieron incluir también al género Herbaspirillum dentro de este grupo funcional. Estos
autores seleccionaron cepas autoctonas de Herbaspirillum asociadas al cultivo del arroz (Oryza
sativa L.) en diferentes localidades edafoclimaticas de Brasil y Cuba, demostrando sus
potencialidades en la solubilizacion de fosfato en condiciones de laboratorios, macetas y campo.
En la literatura, numerosas trabajos informan el aislamiento de especies bacterianas autoctonas
como potenciales solubilizadoras de fosforo, demostrando sus capacidades en experimentos in
vitro a través de la determinacion del indice de solubilizacion (1S) % y del P soluble (Tabla 1).

La efectividad de las bacterias solubilizadoras de fésforo depende de la capacidad de los aislados
para colonizar la rizosfera y mantener su actividad biol6gica. El adecuado desempefio de las
bacterias solubilizadoras de fosfato, esta influenciado por factores tales como el pH, la salinidad y
la temperatura. 2% 242" En este contexto, es muy importante realizar una adecuada seleccion de las
cepas de BSF para lograr productos eficientes cuando sean aplicados en campo.

Bases para la seleccion de BSP

Para el aislamiento y seleccién de BSP, se han informado en la literatura diferentes medios de
cultivos que incluyen en su composicion variadas fuentes de P, tanto de origen organico como
inorganico. Uno de los mas antiguos es el Pikovskaya (PVK) (27) o medio Sperber 28 el que
presenta en su composicion Cas (POa)2 y se utiliza para aislar BSF a partir de muestras de suelo,
raices y rizosfera. En 1992, se disefio un nuevo medio de cultivo  con igual fuente de Pi y
finalmente, en 1999, se formulé el medio NBRIP, *° que ha sido uno de los mas usados por su
eficiencia para seleccionar microorganismos con alta capacidad para solubilizar fuentes de Pi.

66



Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 46, No. 1, pp. 63-76, enero-abril, 2015.

Tabla 1. Bacterias solubilizadoras de P aisladas de diferentes cultivos de importancia econémica.

indice de e
S Cuantificacion de
Cultivo de . solubilizacion P soluble en .
Procedencia Bacteria de fosfato medio NBRIP Referencia
(NBRIP- pH liquid p LA
7.0) iquido (mg )
Pseudomonas putida AI05 2,41 nd Este trabajo
Pseudomonas putida AJ13 2,14 nd
Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS 2.61 239.0
Oryzasativa L  Burkholderia vietnamienses
AR1125 2.88 226.0 19
Burkholderia kururiensis AR2236 2.30 206.0
Herbaspirilum seropedicae H18 nd 17.0
Herbaspirilum sp. ZA15 nd 15.8
Solanum Enterobacter sp. TVL1 5.0 189.5
lycopersicum L. Enterobacter sp. TVL2 4.26 192.5 20
Pseudomonas putida PSO14 4.32 144.0
Brassica Pseudomonas poae CPBE 37 2.33 301.3
campestris L. Pseudomonas poae CPBE 42 1.78 299.0
Pseudomonas poae CPBE 43 2.83 440.9
Pseudomonas trivalis CPBE 31 4.33 247.9 21
Pseudomonas trivalis CPBE 40 111 276.9
Pseudomonas trivalis CPBE 44 1.63 282.1
Rhizobium radiobacter CPBE 30 2.33 326.4
Saccharum Pantoea sp. 9C 6.00 22
officinarum L. Brevibacillus borstelensis B65 nd 308.0
Plantas Bacillus cereus B3 nd 259.0
ornamentales Bacillus thioparans B53 nd 428.0
Paenibacillus rhizospherae B89 nd 252.0 23
Paenibacillus lautus B9 6 nd 312.0
Bacillus subtilis SR/ B-16 nd 170.0
Coffea arabica  Herbaspirillum sp. C4 4.70 nd
L. Herbaspirillum sp. C8 6.37 nd Este trabajo
Herbaspirillum sp. C9 4.64 nd
Azospirillumsp. C7 3.04 nd

nd — No determinado.

Bashan et al.l® plantearon una hipGtesis para el aislamiento y seleccion de bacterias
solubilizadoras de fosfatos que promueven el crecimiento de las plantas, en la que sefialan que: i)
el fosfato tricélcico (PTC) como factor universal para el aislamiento y evaluacion de BSF, no es
un buen selector, ya que existen discordancias cuando se seleccionan bacterias usando este
compuesto y se inoculan plantas; ii) Se deberia reemplazar el uso de solo PTC por una
combinacion de dos o tres compuestos metal-P, como factor inicial de seleccion; iii) La seleccion
de candidatos metal-P para potenciales BSF dependera del tipo de suelo (alcalino, &cido o rico en
materia organica) donde las BSF seran usadas, se sugiere la adicion de compuestos Ca-P
(incluyendo roca fosforica) para suelos alcalinos, compuestos Fe-P y Al-P para suelos &acidos, y
fitatos para suelos ricos en Po; iv) la produccion de un halo en agar solido no deberia ser
considerada la Unica prueba para la solubilizacion de fésforo y cuando las colonias crecen sin un
halo después de varios repiques en el medio, deberia llevarse a cabo una prueba adicional en
medio liquido para medir la disolucion de P; v)en los pocos aislados bacterianos que sean
obtenidos después de esta rigurosa seleccion, debe ser determinada la produccion abundante de
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acidos organicos y ser probados en una planta modelo mediante la determinacién parametros
nutricionales relacionados con la asimilacién de P en las plantas como la Gltima prueba para
determinar su potencial solubilizacion de fosfato.

Teniendo en cuenta estos preceptos, para la seleccion preliminar de bacterias solubilizadoras de
fosfatos, en este trabajo, se recomienda utilizar medio NBRIP suplementado con diferentes
fuentes de P, tanto inorgénicas como organicas (AIPO4, FePOys, hidroxiapatita, acido fitico o fitato
de sodio), en correspondencia con el tipo de suelo donde éstas se pretendan aplicar como
inoculante microbiano. Para comparar la capacidad de solubilizacion de diferentes aislados
bacterianos y determinar si presuntamente sera buen solubilizador, se debe determinar el 1S%. En
la Universidad Catolica de Manizales se empleé el medio NBRIP con verde de bromocresol,
suplementado individualmente con Cas(POs)2 y AIPOa. En este estudio, en las placas de AIPO4 no
se evidencid formacion de halo de solubilizacién, solo se aprecié un halo de viraje de color del
medio que indica la produccion de acidos orgénicos por la bacteria seleccionada,(Figura 1) por
tanto, en esta prueba se informo el indice de produccion de acido, en lugar del de solubilizacién
de fosfato

P“,_

a)

c)

Fig 1. Seleccion de bacterias solubilizadoras de fésforo en medio NBRIP. a) Esquema que
muestra medicion del diametro de la colonia (B) y del halo de solubilizacion (A). indice de
solubilizacion = A/B %°. b) Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 en medio NBRIP con fosfato
tricalcico. Se muestra el halo de solubilizacion alrededor de la colonia (zona transparente). c)
Serratia marcescens T146 en medio NBRIP con fosfato de aluminio, se aprecia un halo con viraje
de color del medio alrededor de la colonia, atribuido a la produccién de acidos organicos por la
bacteria en estudio.

Ademas de esta prueba, es importante realizar los ensayos en medios liquidos para estudiar la
dindmica de la solubilizacion de fosfatos por las bacterias a través de la medicion del fosforo
liberado en un caldo de cultivo que ha sido previamente suplementado con una cantidad conocida
de una fuente Unica de fosfato insoluble. De este modo, se puede estimar la tasa de solubilizacion
de P por sustraccion de la concentracion final de P de la cantidad tedrica inicial de P
suplementado, respecto al control no inoculado. ! Sin embargo, se debe tener en cuenta que las
bacterias incorporan parte del P disuelto a partir de los compuestos insolubles durante el
crecimiento celular, y que este queda retenido en el interior de las células, por lo que esta fraccion
no es tenida en cuenta en el momento de la determinacién de P soluble. Con el objetivo de vencer
esta limitacion, Yu et al. 3%, emplearon el método de fosfomolibdeno azul *2 para la medicion de P
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solubilizado en el sobrenadante de cultivos en medio liquido y adicionalmente, emplearon las
celulas presentes en el sedimento para determinar los compuestos residuales de este elemento.

Principales mecanismos bacterianos de solubilizacion

Las bacterias transforman los fosfatos insolubles a formas solubles por la accién de diferentes
mecanismos directos o indirectos. Entre ellos se destacan: i) la accién de acidos organicos
producidos por microorganismos 32 ii) quelacion de los elementos responsables de la insolubilidad
de los fosfatos presentes 2 y iii) asimilacion directa de fosfatos insolubles por microorganismos
que lo acumulan en sus células y los liberan posteriormente.3* Un resumen de los principales
procesos involucrados en la solubilizacion de fosfatos por bacterias se muestra en la (Tabla 2)

Tabla 2. Principales procesos microbianos involucrados en la solubilizacion de fosfatos

. . Principal reaccion que Aplicabilidad
Tipo de Principal causa de . ., .
. S Ileva a la disolucion a fosfatos Referencias
proceso disolucion mineral . .
mineral minerales
Lrlgforzglso(ant)e 0 Disminucién del pH del
Acidificacion P ., L medio, formacion de Fosfatos de
) produccién de acidos . I~ 11,35
del medio : o hidrofosfatos de mayor Ca
inorganicos solubilidad
facilmente disociables
Formacién de complejos
Formacién de Liberacion de acidos  metalicos (incluyendo Fosfatos de
complejos organicos o quelatos en el caso de Ca, Al 3ty 33,36,37
metalicos complejos (quelantes)  &cidos di- tricarboxilicos  Fe3+
o0 hidrocarboxilicos)
Reduccion de metales
Actividad redox de con estados de oxidacion
. bacterias o sus variable (ligados a
512?;Zzlon de exudados fosfatos) a un bajo estado  Fe®* fosfato 38,39
(metabolitos de oxidacion (resultando
secundarios) en un fosfato mas
soluble)
. . . . Hidrdlisis enziméaticade  Varios ésteres
Disolucion de  Liberacion
esteres de fosfato de fosfatos
fosfatos extracelular de L s
. . e organicos pobremente organicos 18,40,41
mediada por  enzimas especificas . ;
. solubles liberando (fitatos,
enzimas (Fosfatasas) . . o
fosfatos inorganicos fosfolipidos)
El mismo mecanismo
Disolucién Es:tlmu!amon para el tipo 2 (forr,n<_910|0n Fosfatos de
O microbiana de de complejos metéalicos) 2% 13+
indirecta de e L . Ca*, AP’y 37
exudacion de cidos pero liberados por la 3+
fosfatos Fe

orgénicos a la planta

interaccion planta-
microorganismo

En los ultimos afios, se ha avanzado en la comprension de los procesos bioguimicos involucrados
en la solubilizacion de Pi mediada por &cidos organicos. En las bacterias, la reaccion de oxidacion
de la glucosa a é&cido gluconico ocurre por accion de la enzima extracelular glucosa
deshidrogenasa (GDH, E.C. 1.1.99.17), la que requiere de la pirroloquinolina quinina (PQQ)
como coenzima. El &cido gluconico resultante puede a su vez ser oxidado hasta 2-cetogluconato
por la actividad catalitica de la enzima acido glucénico deshidrogenasa (GADH). El paso final de
oxidacion a é&cido 2,5-dicetogluconico es mediado por la 2-cetogluconato deshidrogenasa
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(KGDH). Las tres enzimas estan localizadas en la membrana celular y son inducidas por elevadas
concentraciones de glucosa (> 15 mM). 4243

Patel et al. (44) aislaron de la rizosfera de Saccarum officinarum L. (cafia de azlcar), una cepa de
Citrobacter sp., con la capacidad de crecer en medio suplementado con sacarosa o fructosa y roca
fosforica como Unicas fuentes de carbono (C) y P, respectivamente. El analisis por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) de los caldos libres de células demostré que cuando la
bacteria crecié en medio de cultivo que contenian sacarosa o fructosa, se produjo &cido acético y
que cuando crecid sobre fructosa se produjo un bajo nivel de &cido pirtvico. Estos resultados
indican que la solubilizacion de P mediada por acidos organicos de origen bacteriano, esta
directamente relacionada con la fuente de carbono empleada por el microorganismo solubilizador.
Sin embargo, otros experimentos in situ deben ser realizados para corroborar esta hipotesis.
Algunas bacterias también pueden solubilizar fosfatos insolubles sin producir &cidos organicos.
En estos casos, se ha propuesto que el mecanismo principal responsable de la solubilizacién es la
produccion de protones durante la asimilacion del NH4™, o a través de las actividades respiratorias.
45

Se ha planteado que existe correlacion entre la cantidad de P solubilizado y la produccion de
exopolisacéaridos por los aislados. Yi et al. ¢ demostraron que la produccion de estos compuestos
por los aislados Enterobacter sp. EnHy-401, Arthrobacter sp. ArHy-505 y Azotobacter sp. AzHy-
510, conferia a los microorganismos mayor capacidad de solubilizacion de fosfatos insolubles en
relacion con la cepa Enterobacter sp. EnHy-402, que no produce exopolisacaridos. Entre las
primeras cepas, EnHy-401 produjo la mayor solubilizacion, lo que se correspondié con una mayor
produccion de exopolisacéridos. Sin embargo, es importante destacar que los exopolisacaridos por
si solos no solubilizan fosfatos a partir de FTC, sino que acttan de forma sinérgica con la
produccion de acidos organicos. ElI grado de sinergismo es dependiente del origen del
exopolisacarido y de su concentracion.*® Otros mecanismos que se han propuesto como
responsables de la solubilizacion de fosfatos insolubles son la produccién de acidos inorganicos
como el &cido nitrico y el &cido sulfurico, la produccién de sustancias quelantes y la accion
enzimatica. 8

Las fosfatasas &cidas no especificas producidas por las bacterias (fosfohidrolasas) estan formadas
por tres familias moleculares, que han sido designadas como clases moleculares A, B y C. Debido
a su localizacidn celular, se plantea que estas enzimas actian como secuestradores de fosfoésteres,
con lo que abastecen a la célula de nutrientes esenciales y liberando Pi a partir de nucleétidos y
aztcares en fosforilados.®

En relacion con las fitasas, estas pueden dividirse en dos grupos con base en el sitio de iniciacién
de la hidrolisis del fosfato sobre el anillo de inositol. Las fitasas microbianas, frecuentemente
escinden el grupo fosfato en el carbono C1 o C3 del anillo de inositol, y son Ilamadas 3-fitasas. La
mayoria de las fitasas pertenecen a la familia de las fosfatasas acidas de histidina. Este grupo de
enzimas catalizan la hidrolisis del acido fitico a mono, di, tri, tetra y pentafosfatos de myo-inositol
y Pi. % Se debe destacar que la capacidad de las plantas para obtener el P directamente a partir del
fitato es muy limitada, a pesar de que el acido fitico es el mayor componente de las formas
organicas del P en el suelo.

Bases genéticas de la solubilizacion de P por bacterias

Goldstein y Liu, “® fueron los primeros en clonar un gen involucrado en la solubilizacion del Pi a
partir de la bacteria Gram negativa Erwinia herbicola. La expresion de este gen permitio la
produccién de acido gluconico en Escherichia coli HB101 y le confiri6 la capacidad para
solubilizar hidroxiapatita. E. coli puede sintetizar GDH, pero no PQQ, de tal manera que en
condiciones naturales no produce acido gluconico.

Algunas bacterias Gram negativas, no poseen los genes pqq que les confieran la capacidad de
solubilizacion de fosfatos. Vikram et al. *° produjeron transconjugantes en Azospirillum sp.,
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usando el constructo pMCG 898. Este plasmido artificial contiene los genes pqg necesarios para
la biosintesis del cofactor PQQ, responsable del ensamblaje de la holoenzima glucosa-
deshidrogenasa. Al contrario de la cepa nativa, los transconjugantes mostraron actividad
solubilizadora de fosfatos in vitro, cuando se utilizé fosfato dicélcico y PTC como fuente de P en
el medio de cultivo. Los transconjugantes conservaron intacta su capacidad de fijacion de
Nitrégeno, al mismo nivel que la cepa nativa, lo que demuestra que esta actividad no fue afectada.
Se han aislado y caracterizado varios genes que codifican para fosfatasas acidas provenientes de
bacterias Gram negativas. Algunos de ellos codifican para enzimas que funcionan adecuadamente
en el suelo, por ejemplo, el gen acpA aislado de Francisella tularensis, codifica para una fosfatasa
acida con accion optima a pH 6.0 y con un amplio rango de especificidad de sustrato. *° Otros
genes analizados, codifican para las fosfatasas acidas no especificas PhoC y PhoA en Morganella
morganii. Estas enzimas no son sujetas a represion por el P y en consecuencia, presentan una
amplia accion de sustrato y una gran actividad a pH 6.0 y 30 °C. 18

Rodriguez et al. (51), aislaron un gen de Burkholderia cepacia que se relaciona con la actividad
fosfatasa. Este codifica para una proteina exterior de la membrana que amplifica la sintesis en
ausencia de fosfatos insolubles en el medio y podria estar involucrado en el transporte de P dentro
de la célula. También se han clonado los genes napD y napE que codifican para dos fosfatasas
acidas no especificas periplasmicas de Rhizobium (Sinorhizobium) meliloti.

Desde el punto de vista genético, la produccion de fitasas en bacterias es inducible y su expresion
es regulad? de manera compleja, sin embargo, su control es diferente para grupos bacterianos
distintos. °

En bacterias, se han clonado genes de fitasas (phy) térmicamente estables a partir de Bacillus sp.
DS11 y B. subtilis VVVT E-68013. Los genes de las fitasas / fosfatasas acidas de E. coli (appA 'y
appA2) también han sido aislados y caracterizados. La naturaleza bifuncional de estas ultimas
enzimas las hacen atractivas para la solubilizacion del P en el suelo; '® ademas, genes de fitasas
que acttian a pH neutros también han sido clonados de B. subtilis y B. licheniformis.

A pesar de gue la solubilizacion de fosfato por BSF ha sido bien estudiada, y muestra resultados
promisorios para algunos cultivos, aun son limitados los estudios relacionados con las bases
moleculares de los mecanismos de accidn involucrados en este proceso.

Beneficios de la aplicacion de las BSF en cultivos de importancia econémica

El potencial de empleo de las bacterias solubilizadoras de fosforo como alternativa a la
fertilizacion tradicional, ha sido demostrada por varios autores.!®?5® Su aplicacion como
inoculantes a las semillas o al suelo, puede tener un efecto positivo sobre la disponibilidad de P
para los cultivos, siempre que en el suelo existan fuentes disponibles de Pi y Po, a partir de las
cuales ocurra la liberacion de este nutriente.

Multiples ejemplos demuestran los beneficios de la aplicacion de las BSF en cultivos de
importancia econémica. Por ejemplo, Estrada et al. 1° inocularon plantas de arroz (Oryza sativa
L.) con las bacterias diazotroficas Herbaspirillum seropedicae (H18, ZAl5 y ZAE 94),
Burkholderia vietnamiensis (AR114), Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) y Azotobacter
chroococcum (Acl) y promovieron la eficiencia en la toma de P en un 47 %, en comparacion con
las plantas fertilizadas con FTC. Sanchez et al. > inocularon plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con las cepas Pseudomonas putida PSO14 y Enterobacter sp. TVL-2, en
condiciones de invernadero, alcanzando incrementos en los rendimientos entre el 17 % y 49 %,
con relacion al testigo quimico. Leaungvutiviroj et al. ® encontraron efectos similares sobre el
crecimiento de plantas de maiz (Zea mays L.) y col comun (Brassica oleracea L.) al aplicar una
cepa solubilizadora de fosfatos de Burkholderia unamae en mezcla con Bacillus subtilis,
Azotobacter tropicalis, y la cepa productora de auxinas KJB9, con incrementos en el peso seco de
4.14 a 8.76 g planta® en el caso de maiz y de 11.1 a 40.8 g planta™® en col comin. Asimismo,
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Oliveira et al. *° demostraron que las bacterias Bacillus sp. B17 y Burkholderia sp. B5, asociadas
a maiz, solubilizan P en medio con FTC y movilizan entre el 58.5 % y 67 % del P total.
Caballero-Mellado et al. ° informaron que cepas diazotroficas de Burkholderia, aisladas de la
rizosfera y el rizoplano de tomate, tenian la capacidad de solubilizar fésforo mineral en ensayos in
vitro y sefialaron a la produccion de acidos organicos como el mecanismo responsable de esta
actividad. En el caso de B. tropica, estos investigadores sefialaron que la produccion de acidos
organicos no era el unico mecanismo involucrado en la solubilizacion de P. Por otro lado, Bonilla
(57), desarroll6 alternativas de fertilizacidn en especies forrajeras mediante cepas de Burkholderia
cepacia solubilizadoras de fosfatos, con impactos en el tiempo de germinacién de las semillas e
incrementos en la produccion de materia seca de plantas de igua (Pseudosamanea guachapele
(Kunth) Harms), trupillo (Prosopis juliflora (SW) D.C) y acacia (Caesalpinia peltophoroides
Benth).

En aras de avanzar en el desarrollo de alternativas de biofertilizacion, en Cuba se han realizado
trabajos de aislamiento y seleccion de BSF asociadas de diferentes cultivos de importancia
econdmica. Sin embargo, el empleo de inoculantes bacterianos basados en de estas cepas en la
agricultura adn es limitado. Se cuenta con un producto comercial FOSFORINA®, basado en
Pseudomonas para incrementar la disponibilidad de fosforo en el suelo y la promocion del
crecimiento vegetal. %8

En Colombia existe una extensa tradicion en la seleccién y uso de BSF y diversos cultivos han
sido impactados con esta tecnologia.>® Por su parte, el Laboratorio de Microbiologia
Agroindustrial de la Universidad Catolica de Manizales cuenta con cepas de BSF de las especies
Gluconacetobacter diazotrophicus, Serratia marcescens y Pantoea dispersa con elevados niveles
de eficiencia en la solubilizacion (187-254 mg P - LY).

Brasil, es pionero en la aplicacion de inoculantes bacterianos en la agricultura con importantes
ahorros monetarios por disminuir o suprimir la aplicacion de fertilizantes de sintesis quimica. >
Actualmente, cuentan con un inoculante comercial, Masterfix graminea, basado en Azospirillum,
recomendado para los cultivos de maiz y trigo (Triticum aestivum L.), y con cepas solubilizadoras
de fosfato de los géneros Herbaspirillum y Burkholderia eficientes en la toma de nutrientes en el
cultivo del arroz. *°

La integracion de estos resultados y las investigaciones desarrolladas por otros autores,
demuestran que los géneros microbianos que con mayor frecuencia intervienen en el proceso de
solubilizacion de fosfato son: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter y Azospirillum.
Pseudomonas se destaca por presentar amplia versatilidad genética y por utilizar varios
mecanismos de solubilizacién, entre ellos, la produccion de &cidos organicos y elevados niveles
de enzimas fosfatasas. El clima, el tipo de suelo y el manejo del cultivo tienen gran influencia en
la cantidad de bacterias con capacidad solubilizadora de fosfato y en sus potenciales de uso. Esto
refuerza la necesidad de trabajar con cepas autdctonas procedentes de los ecosistemas en estudio,
de forma tal que se obtengan resultados consistentes cuando son aplicadas en condiciones de
campo.

CONCLUSIONES

Los suelos agricolas contienen grandes cantidades de fosfatos insolubles que solo pueden
convertirse en formas asimilables para las plantas mediante la accion microbiana. Las bacterias
solubilizadoras de fosfato mejoran la disponibilidad de este nutriente en el suelo y desempefian un
papel fundamental en la nutricion de las plantas. Los géneros bacterianos con mayores
potencialidades de uso son Pseudomonas y Bacillus. Sus principales mecanismos de accion
incluyen la produccion de &cidos organicos, la quelacion de los elementos responsables de la
insolubilidad de los fosfatos presentes y asimilacion directa de fosfatos insolubles, lo que esta
relacionado con la fuente de P disponible. La elaboracion de inoculantes a partir de estas bacterias
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permitiria reducir a largo plazo el uso de productos quimicos en la agricultura, asi como
desarrollar estrategias agrondémicas que preserven el medio ambiente.
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