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RESUMEN
El objetivo de esta investigación fue aislar y caracterizar bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) asociadas a la rizosfera de 
Baccharis macrantha y Viburnum triphyllum, y evaluar su capacidad para solubilizar fosfatos en condiciones in vitro. Además se determinó 
el efecto de la inoculación de las cepas de BSF más eficientes sobre el crecimiento de B. macrantha. Las muestras de suelo rizosférico 
de B. macrantha y V. triphyllum fueron colectadas en los meses de mayo-período de lluvia y septiembre-período seco del 2012. Para la 
cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y BSF se empleó el método de recuento en placa en los medios Agar Tripticasa 
de Soya y Pikovskaya (PVK) respectivamente. La capacidad de solubilización de fosfatos de las cepas aisladas se estimó a partir 
del diámetro de los halos formados alrededor de las colonias en el medio de cultivo PVK después de 7 días de incubación a 28 °C. 
Los ensayos de inoculación en B. macrantha se realizaron con las BSF más eficientes. La inoculación de las BSF B. firmus y P. fluorescens 
de forma individual y como inoculante combinado mostro un efecto benéfico, incrementando significativamente el porcentaje de 
germinación de semillas, la altura de la plántula, la longitud de la raíz y el peso seco de B. macrantha. La inoculación de BSF podría ser 
considerada una estrategia para mejorar el crecimiento y establecimiento de B. macrantha en pastizales abandonados.
Palabras clave: Bacillus firmus, Pseudomonas fluorescens, restauración.

ABSTRACT
The objectives of this research was to isolate and characterize phosphate solubilizing bacteria (BSF) associated to the rhizosphere of 
Baccharis macrantha and Viburnum triphyllum, and to assess their ability to solubilize phosphate under conditions in vitro. Furthermore 
to determine the effect of inoculation of the strains BSF more efficient on the growth of B. macrantha. Rhizosphere soil samples of B. 
macrantha and V. triphyllum were collected in the months of May-rainy season and September-period dry the 2012. Trypticase Soya 
Agar and Pikovskaya (PVK) were used for quantification of culturable heterotrophic bacteria and BSF, respectively. The phosphate 
solubilizing capacity of the isolated strains was estimated from the diameter of the halo around the colonies formed in the culture 
medium PVK after 7 days incubation at 28 °C. Inoculation assays were performed with more efficient BSF in B. macrantha. Inoculation 
of BSF Bacillus firmus and Pseudomona fluorescens individually and as inoculant combined showed a beneficial effect, significantly 
increasing the percentage of seed germination, seedling height, root length and dry weight of B . macrantha. Inoculation the BSF could 
be considered a strategy to improve the growth and development of B. macrantha in abandoned pastures.
Keywords: Bacillus firmus, Pseudomonas fluorescens, restoration.
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INTRODUCCIÓN
La plantación de arbustos y árboles de especies nativas 

constituye una de las estrategias más ampliamente 
utilizadas para la restauración de pastizales abandonados 
(con dominancia de especies exóticas invasivas) y áreas 
degradadas (Holl, 2002; Goméz et al., 2004; Vargas, 2011), 
sin embargo, el éxito del establecimiento de las plantas y la 
sucesión dependen en gran medida de la disponibilidad de 
nutrientes en el suelo y por consiguiente de la actividad de 
las comunidades microbianas que lo habitan.

Uno de los factores limitantes más frecuentes en los 
procesos de restauración es la baja disponibilidad de 
nutrientes presentes en el suelo, de esta manera las plantas 
introducidas no se pueden establecer con facilidad, 
presentando bajas tasas de crecimiento y altos niveles de 
mortalidad. Adicionalmente, los suelo donde se llevan a 
cabo los planes de revegetación se caracterizan por ser suelos 
degradados donde las poblaciones de microorganismos 
benéficos que establecen relaciones simbióticas con las 
plantas están muy disminuidas (Barreto et al., 2007; Franco 
y García, 2012), como consecuencia al realizar planes de 
restauración se siembran plantas sin los microorganismos 
que pueden ayudar a su desarrollo y fácil adaptación al 
suelo. Por tal razón, una de las alternativas que se puede 
desarrollar para contribuir en la consolidación de los 
planes de restauración en suelos deteriorados consiste 
en incrementar la abundancia de microorganismos que 
establecen asociaciones benéficas con las especies vegetales 
introducidas (Matias et al., 2009).

Se realizaron plantaciones experimentales con especies 
nativas como Baccharis macrantha Kunth y Viburnum tryphyllum 
Bentham en pastizales abandonados del municipio de 
Arcabuco, no obstante, el establecimiento de las plantas 
estuvo limitado en gran medida por la deficiencia de 
nutrientes principalmente de fósforo (Cortés-Pérez F. Obs. 
Pers.).

Aunque el P es uno de los macronutrientes esenciales 
para el crecimiento y desarrollo de las plantas, es el 
segundo elemento más limitante para el establecimiento 
y producción de biomasa tanto en ecosistemas naturales 
como en sistemas bajo manejo antrópico (Hinsinger, 2001; 
Gyaneshwar et al., 2002; Khan et al., 2007; Richardson y 
Simpson, 2011). La baja disponibilidad de P en los suelos 
tropicales se debe a que estos además de ser deficientes en 
P, son extremadamente ácidos y tienen una fuerte capacidad 
para fijar P en forma de fosfatos insolubles de hierro y 
aluminio (Rodríguez y Fraga, 1999; Khan et al., 2007).

Este evento conduce a la necesidad de aplicaciones 
repetidas y excesivas de fertilizantes fosfatados solubles, 
que además de las limitaciones económicas debido a sus 
altos costos, pueden conducir a problemas ambientales 
tales como la eutrofización del ecosistemas acuáticos, la 
salinidad del suelo (Correll, 1998; Del Campillo et al., 1999) 

y a la acumulación en el suelo de elementos tóxicos presentes 
en los fertilizantes (Yamazaki y Geraldo, 2003).

Las bacterias que se encuentran colonizando las raíces 
de las plantas son denominadas comúnmente como 
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPRs), 
definidas por Kloepper (1993). Estas bacterias de vida 
libre presentes en el suelo, capaces de adaptarse, colonizar 
y persistir en la rizósfera de las especies de plantas que 
están presentes en la mayoría de los ambientes (Compant 
et al., 2005), se encuentran ampliamente representadas 
en cuanto a géneros microbianos. Las PGPRs estimulan el 
crecimiento de las plantas a través de una compleja mezcla 
de diferentes mecanismos, que pueden incluir fijación del 
nitrógeno, producción de sideróforos, síntesis y liberación 
de fitohormonas, modulación de los niveles de etileno de 
las plantas y servir como control biológico de fitopatógenos 
(Fulchieri et al., 1993; Bashan y Holguin, 1998; Cassán et 
al., 2001a; Cassán et al., 2001b; Richardson et al., 2009). 
Otros mecanismos que se han propuesto, es el incremento 
de la captación del agua y minerales, como convertir formas 
insolubles de P, a formas solubles que pueden ser fácilmente 
tomada por la raíces de las plantas (Gray y Smith, 2005; 
Ivanova et al., 2006; Khan et al., 2007; Richardson y 
Simpson, 2011). Además muchas de estas bacterias tienen 
la capacidad de trascender las barreras de la endodermis, 
atravesar la corteza de la raíz hasta el sistema vascular y, 
como consecuencia, vivir como endófitos en tallos, hojas, 
tubérculos y otros órganos (Zinniel et al., 2002; Compant et 
al., 2005) sin causar daño a la planta.

Uno de los mecanismos más ampliamente estudiados en 
las PGPRs es la liberación de ácidos orgánicos de bajo peso 
molecular, estos ácidos a través de sus grupos hidroxilo y 
carboxilo quelan los cationes ligados a fosfatos, liberando 
iones de ortofosfato (H2PO4

-1 y HPO3
-2), los cuales son 

fácilmente absorbidos por las raíces de las plantas (Chen 
et al., 2006; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) son 
vitales para el ciclo del P en el suelo y algunas de ellas 
pueden ser empleadas para aumentar la disponibilidad de 
este elemento (Richardson y Simpson, 2011). Por ejemplo, 
en varios trabajos se ha reportado que la inoculación 
de microorganismos solubilizadores de P en diferentes 
especies forestales, además de estimular el crecimiento de 
las plantas en términos de altura, longitud de las raíces y 
biomasa, ayudan al establecimiento de las mismas en suelos 
deficientes en P (Galindo et al., 2006; Ramos et al., 2007; 
Matias et al., 2009).

En este contexto, los objetivos del presente trabajo 
fueron aislar y caracterizar BSF asociadas a la rizosfera 
de B. macrantha y V. triphyllum y evaluar su capacidad 
para solubilizar fosfatos en condiciones de invernadero, 
determinando el efecto de la inoculación de las cepas de 
BSF más eficientes sobre el crecimiento de B. macrantha.
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MATERIALES Y MÉTODOS
Área de estudio y toma de muestras
Se trabajó un lote experimental de Ecología de la 
Restauración plantado con Baccharis macrantha y Viburnum 
triphyllum en el año 2008, ubicado en la vereda Peñas Blancas 
del municipio de Arcabuco-Boyacá. Los suelos del área de 
estudio se caracterizan por presentar un bajo contenido de 
P disponible (2,4 ppm), pH fuertemente ácido (4,8) y por 
contener una alta concentración de aluminio (1,56 cmol 
kg-1) según un análisis de caracterización físico-química de 
suelos realizados en el año 2010 (Cortés-Pérez F. Obs. Pers.).

Se tomaron 32 muestras (16 de suelo rizosférico de B. 
macrantha y 16 de V. triphyllum), en dos diferentes períodos 
climáticos (ocho muestras por especie en cada período 
climático) correspondientes a los meses de mayo (período 
de lluvia con precipitación media mensual de 128,3 mm) y 
septiembre (período seco con precipitación media mensual 
de 39,9 mm) del 2012.

Se recogieron muestras de suelo rizosférico, adherido 
a las raíces de cada una de las plantas, cada una de 50 
g, para conformar una muestra integrada de 1 kg, que 
se depositaron en bolsas plásticas estéril sellopack y se 
refrigeraron hasta el momento de su análisis.

Cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y 
bacterias solubilizadoras de fosfatos
A partir de las muestras de suelo se realizaron diluciones 
seriadas hasta 10-4, y se inoculó 0,1 mL por duplicado en 
los medios de cultivo Agar Tripticasa de Soya –ATS– y Agar 
Pikovskaya –PVK– (empleando como fuente de P fosfato 
tricálcico-Ca3(PO4)2 5g L-1, Pikovskaya, 1948). Los medios 
de cultivos ATS y PVK se incubaron a 28°C por 24 h y siete 
días respectivamente.

Posteriormente, se realizó la cuantificación de las 
colonias, las cuales fueron expresadas en términos de 
unidades formadoras de colonia/g suelo (UFC/g de suelo). 
El recuento de BSF, se realizó por conteo de las colonias que 
formaron halo de solubilización en el medio PVK.

Con el fin de determinar la producción de ácidos orgánicos 
relacionados con la solubilización de fosfatos, las colonias 
con halos de solubilización en el medio de cultivo PVK, fueron 
repicadas al medio Agar Sandar-Rao y Shina –SRSM-1– (este 
medio contiene la misma composición del medio PVK pero 
suplementado con 0,1 g/L de purpura de bromocresol, como 
indicador de pH, Sandar-Rao y Shina, 1963).

Caracterización de las bacterias solubilizadoras de 
fosfatos
Las colonias que formaron halo de solubilización en el 
medio de cultivo PVK, fueron aisladas y caracterizadas 
macroscópicamente con base a la pigmentación, borde y 
elevación. La identificación microscópica se realizó mediante 
tinción de Gram; adicionalmente se realizó coloración de 
verde de malaquita para comprobar presencia de esporas 

y coloración de rojo congo para determinar bacterias 
formadoras de cápsula.

Pruebas de identificación a los morfotipos seleccionados
Las colonias seleccionadas según morfología macro 
y microscópica se cultivaron en los medios selectivos 
y diferenciales EMB (Pronadisa)®, agar McConkey 
(Pronadisa)®, King B (Pronadisa)®, Manitol (Pronadisa)®. 
Para los microorganismos escogidos a partir de los medios 
selectivos, se realizaron pruebas bioquímicas convencionales, 
como catalasa y comerciales, para el caso de las formas 
bacilares Gram negativas se usó oxidasa (BioMérieux®), los 
kit de identificación API 20E (Enterobacterias-BioMérieux®) 
y API 20NE (no Enterobacterias-BioMérieux®), por 
otro lado, las bacterias Gram positivas, se sembraron 
en las pruebas BBL CrystalTM. Luego de la lectura de las 
reacciones producidas, espontáneas o reveladas mediante 
la adición de reactivos, se llevó a cabo el registro manual 
de los datos para su posterior incorporación al software 
APIWEB (bioMérieux). Los resultados obtenidos fueron 
informados de acuerdo a los criterios establecidos por el 
fabricante, considerando un resultado como válido cuando 
el porcentaje de identificación fue de al menos 90 %.

Capacidad de solubilización de fosfatos in vitro
La capacidad de solubilización de fosfatos de las cepas 
aisladas se estimó a partir del diámetro de los halos 
formados alrededor de las colonias en el medio de cultivo 
PVK después de siete días de incubación a 28 °C. Se consideró 
como diámetro total a la distancia de extremo a extremo del 
halo de solubilización incluida la colonia y como diámetro del 
halo de solubilización (h) a la diferencia entre el diámetro 
total y el diámetro de la colonia. Así, las cepas aisladas 
fueron agrupadas según el h en cuatro categorías, 1: h >0-2 
mm, 2: h >2-4, 3: h >4-6, 4: h >6.

El índice de solubilización de fosfatos (IS), se calculó 
como la relación entre el diámetro total y el diámetro de 
la colonia (Premono et al., 1996; Ramachandran et al., 
2007; Khan et al., 2010). El IS de cada una de las bacterias 
asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum 
corresponde al promedio de cinco colonias.

Ensayos de inoculación en B. macrantha
El aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos 
(BSF), se realizó a partir de suelo rizosférico de B. macrantha 
y V. triphyllum, sin embargo, los ensayos de inoculación 
solamente se llevaron a cabo en semillas de B. macrantha, 
debido a que no fue posible obtener semillas de V. triphyllum 
por el estado fenológico en el que se encontraba la planta en 
el período en el que se realizó el ensayo.

El experimento se estableció en un invernadero ubicado 
en instalaciones de la Universidad Pedagógica y Tecnológica 
de Colombia en la ciudad Tunja, a una temperatura 
promedio de 13,2 °C y 2810 m s. n. m.
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Preparación de los inoculantes
Las dos cepas que presentaron mayor IS en condiciones in 
vitro fueron identificadas mediante pruebas bioquímicas 
comerciales como Bacillus firmus y Pseudomonas fluorescens. 
Cultivos de las dos cepas con 24 h de crecimiento en ATS 
fueron repicados en caldo Luria Bertani (LB), e incubados 
hasta obtener una densidad de 108 UFC/mL. La suspención 
B. firmus y P. fluorescens se ajustó una absorbancia de 1,0 a 
600 nm y de 0,1 a 600 nm respectivamente.

Para producir un inoculante combinado (B. firmus 
+ P. fluorescens), previamente se realizaron pruebas de 
compatibilidad, mediante la técnica de enfrentamiento 
dual que consiste en trazar en una caja de ATS una estría 
de una de las cepas a enfrentar, mientras que la otra cepa 
a examinar es sembrada perpendicularmente con respecto 
al cultivo inicial. A continuación las cajas fueron puestas en 
incubación a 30 °C por 48 h (Mittal et al., 2008). Al final del 
período de incubación no se formaron zonas de inhibición 
de crecimiento entre las dos cepas.

Parámetros de crecimiento
El diseño del experimento correspondió a un diseño 
completamente al azar con cuatro tratamientos, cada uno 
con 36 réplicas. Los tratamientos aplicados correspondieron 
a: (1) suelo estéril + semillas de B. macrantha inoculadas 
con B. firmus; (2) suelo estéril + semillas de B. macrantha 
inoculadas con P. fluorescens; (3) suelo estéril + semillas de B. 
macrantha inoculadas con B. firmus + P. fluorescens (inoculante 
combinado); (4-Control): suelo no estéril + semillas de 
B. macrantha sin ningún tipo de tratamiento, y por último 
(Control-caldo LB): semillas de B. macrantha en caldo Luria 
Bertani (con el fin de observar posibles efectos del medio de 
cultivo en las semillas).

Como sustrato para la germinación de las semillas 
se utilizó suelo estéril (autoclavado durante tres ciclos a 
121°C, 15 lb presión durante 15 minutos) proveniente del 
área de estudio. Los pozos de las bandejas de germinación 
previamente desinfectados con alcohol al 70 %, fueron 
rellenados con aproximadamente 35 g de suelo estéril 
(para los tratamientos 1, 2 y 3) y suelo no estéril (para el 
tratamiento 4-control).

Semillas de B. macrantha superficialmente higienizadas, 
se sumergieron en 30 mL de cada uno de los inoculantes 
bacterianos (B. firmus, P. fluorescens e inoculante combinado) 
durante 60 minutos a 30 °C (Farina et al., 2012). A 
continuación, en cada uno de los pozos se sembró un 
grupo semillas (100) a 5 mm de profundidad. El porcentaje 
de germinación de las semillas para cada tratamiento se 
registró semanalmente hasta los 72 días.

Cincuenta días después de realizada la siembra se 
escogieron seis plántulas por tratamiento, debido a que 
ese era el número de individuos para el tratamiento control 
y con el fin de realizar observaciones para igual número 
de individuos en los otros tratamientos, además de evitar 

competencia entre las plántulas debido al alto número de 
individuos por cada pozo (Barreto et al., 2007; Ogata et 
al., 2008).

Después de dos meses y medio, por cada tratamiento 
fueron colectadas al azar 72 plántulas (dos plántulas por 
cada una de las réplicas de cada uno de los tratamientos). 
La raíz de las plántulas fue lavada con agua de grifo para 
retirar el suelo, registrándose la altura de las plántulas y la 
longitud de la raíz principal. Posteriormente, el material fue 
secado a 60 °C por 24 h e inmediatamente se determinó el 
peso seco (Mohan y Radhakrishnan, 2012; Yu et al., 2012; 
Dash et al., 2013).

Análisis estadístico
Todos los datos obtenidos fueron analizados 
estadísticamente con el software PASW Statistics 18 (SPSS 
Inc, 2013), empleando análisis de varianza (ANDEVA) para 
establecer diferencias estadísticamente significativas. La 
comparación de medias se llevó a cabo mediante la prueba 
de rango múltiple de Duncan, con un nivel de significancia 
de 0,05.

RESULTADOS

Cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y 
bacterias solubilizadoras de fosfatos
El mayor número de bacterias heterótrofas cultivables (BHC) 
se presentó en el período seco con un promedio de 7,1 x 105 

(±2 x 105) y 6,5 x 105 (±1,8 x 105) UFC/g de suelo para B. 
macrantha y V. triphyllum respectivamente. No presentándose 
diferencias estadísticamente significativas entre el número 
de BHC (UFC/g de suelo) aisladas para B. macrantha y V. 
triphyllum en los dos períodos climáticos (p = 0,924; Fig. 1a).

Como se indica en la Fig. 1b, el mayor número de 
bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) aisladas para B. 
macrantha y V. triphyllum se presentó en el período de lluvia 
con un promedio de 5,5 x 104 (±2,3 x 104) y 6,9 x 104 (±3,6 
x 104) UFC/g de suelo respectivamente. Sin embargo, no 
se presentaron diferencias estadísticamente significativas 
entre el número de BSF (UFC/g de suelo) aisladas de la 
rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum en los dos períodos 
climáticos (p = 0,595).

El porcentaje de BSF con respecto a las BHC fue del 7,45 
% para B. macrantha y de 9,26 % para V. triphyllum.

Caracterización de las bacterias solubilizadoras de 
fosfatos
La caracterización microscópica de las colonias mostró 
que la mayoría de las bacterias aisladas correspondieron a 
bacilos Gram negativos, aislándose en menor proporción 
bacilos y cocos Gram positivos.

De la totalidad de BSF aisladas para la rizosfera de B. 
macrantha en el período de lluvia, el 77,53 % de colonias 
aisladas correspondió a bacilos Gram negativos, el 13,48 
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% a bacilos Gram positivos no formadores de espora y el 
8,99 % restante correspondió a bacilos Gram positivos 
esporoformadores. En cuanto a las cepas aisladas en 
período seco, el 71,76 % de estas correspondió a bacilos 
Gram negativos, el 14,12 % a bacilos Gram positivos no 
formadores de espora y el 14,12 % restante correspondió a 
bacilos Gram positivos esporulados.

Las BSF aisladas de muestras de rizosfera de B. macrantha, 
tomadas en período de lluvia se identificaron dentro de ocho 
géneros, entre los cuales, Pseudomonas fue el más abundante 
con 46,06 %, seguido por Enterobacter con 21,34 % del total 

de las cepas bacterianas fosfato-solubilizadoras aisladas. 
Por otro lado, las BSF aisladas de las muestras de rizosfera 
tomadas en período seco se identificaron en seis géneros, 
donde nuevamente Pseudomonas fue uno de los géneros 
más representativos con un 54,11 %, seguido por Bacillus 
con 14,11 % del total de las cepas de BSF aisladas. Otros 
géneros como Acinetobacter, Burkholderia y Klebsiella además 
de presentar baja frecuencia, se reportaron solamente para 
la rizosfera de B. macrantha en el período de lluvia (Fig. 2a).

Por otro lado, de la totalidad de BSF aisladas para la 
rizosfera de V. triphyllum en el período de lluvia, el 77,57 % de 

Figura 1. Recuento de UFC asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum en diferentes períodos climáticos. a. Bacterias heterótrofas 
cultivables, b. Bacterias solubilizadoras de fosfatos (n=8; barras de error indican la desviación estándar) .

Figura 2. Frecuencia de géneros de bacterias solubilizadoras de fosfatos aisladas de la rizosfera de B. macrantha (a) y V. triphyllum (b) en 
diferentes períodos climáticos.
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las bacterias aisladas correspondió a bacilos Gram negativos, 
el 14,02 % a bacilos Gram positivos no formadores de espora 
y el 5,61 % de las bacterias aisladas fueron bacilos Gram 
positivos esporoformadores, para este caso también se 
aislaron cocos Gram positivos (2,8 %). En cuanto al período 
seco, el 70,42 % de las cepas aisladas fueron bacilos Gram 
negativos, el 22,54 % correspondió a bacilos Gram positivos 
no formadores de espora y el 7,04 % restante correspondió 
a bacilos Gram positivos esporulados.

Las BSF aisladas de muestras de rizosfera de V. triphyllum 
tomadas en período de lluvia se identificaron nueve géneros, 
entre los cuales, Pseudomonas fue el más abundante con 
33,64 %, seguido por Enterobacter con 29,90 % del total de 
las colonias bacterianas fosfato-solubilizadoras aisladas. 
De igual manera, para las muestras de rizosfera tomadas 
en período seco, los géneros bacterianos más abundantes 
fueron Pseudomonas (42,25 %) y Enterobacter (16,90 %). Otros 
géneros como Pantoea y Micrococcus, además de presentar 
baja frecuencia, solamente se registraron para la rizosfera 
de V. triphyllum en el período de lluvia (Fig. 2b).

Capacidad de solubilización de fosfatos in vitro
Las colonias de BSF que se aislaron en el medio de cultivo 
PVK, formaron zonas de solubilización. Para la rizosfera 
de B. macrantha se clasificaron 174 cepas bacterianas 
de acuerdo al diámetro de su halo de solubilización. La 
mayoría de las bacterias aisladas (114) formaron halos 
de solubilización con diámetro entre >0-2 mm, mientras 
solo seis de las cepas aisladas se clasificaron en el categoría 
cuatro (halos con diámetro >6 mm); 43 cepas aisladas 

formaron halos de solubilización con diámetro entre 
>2-4 mm y las 11 cepas restantes formaron halos de 
solubilización entre los >4-6 mm.

Por otro lado, para la rizosfera de V. triphyllum se 
clasificaron en total 178 cepas bacterianas de acuerdo 
al diámetro del halo de solubilización, de las cuales 124 
formaron halos de solubilización con diámetro entre 
>0-2 mm, 49 de las cepas aisladas formaron halos de 
solubilización entre >2-4 mm y cinco presentaron halos de 
solubilización con diámetro entre >4-6 mm. En este caso no 
se registraron colonias bacterianas con diámetro del halo de 
solubilización superior a 6 mm.

Tal como se muestra en la Fig. 3, las bacterias aisladas 
presentaron IS que variaron entre 1,1 (±0,1) y 3,7 (±0,27). 
Los bacterias que presentaron mayor IS se identificaron 
como B. firmus (IS: 3,4) y P. fluorescens (IS: 3,7; Fig. 3). 
Estas dos bacterias se subcultivaron y posteriormente se 
emplearon en el ensayo de inoculación en B. macrantha. En 
general, se observó que los IS más grandes se produjeron 
por bacterias Gram negativas.

En relación con las bacterias inoculadas en el medio 
SRSM-1, todas produjeron acidificación, lo que indica que 
las bacterias aisladas tienen la capacidad de producir ácidos 
orgánicos.

Ensayos de inoculación en B. macrantha
Los porcentajes de germinación de semillas de B. macrantha 
fueron mayores cuando estas fueron inoculadas con los 
tratamientos bacterianos, alcanzado valores superiores al 50 
% de germinación (65, 56 y 56 % para P. fluorescens, B. firmus 

Figura 3. Índice de solubilización de fosfatos de bacterias asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum (n=5; barras de error muestran 
la desviación estándar). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias significativas (Duncan; p<0,05).
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+ P. fluorescens y B. firmus respectivamente), en tanto que el 
control tan solo alcanzó el 7 % de germinación (Fig. 4).

Después de 72 días de haberse inoculado y sembrado 
semillas de B. macrantha, se observaron diferencias 
estadisticamente significativas en la altura promedio de las 
plántulas germinadas de semillas inoculadas con B. firmus, 
P. fluorescens y B. firmus + P. fluorescens, en comparación con la 
altura promedio de las plántulas obtenidas en el tratamiento 
control (p = 0,0001).

Los valores máximos de altura de las plántulas de B. 
macrantha se obtuvieron con inoculación de P. fluorescens, 
seguido por B. firmus y B. firmus + P. fluorescens. No 
encontrándose diferencias estadísticamente significativas 
entre la atura promedio de las plántulas para los tres 
tratamientos (Tabla 1).

La longitud de la raíz principal fue afectada en gran 
medida por la inoculación de B. firmus + P. fluorescens, donde 
se registró la máxima longitud.

Para el peso seco el valor más sobresaliente se reportó 
con la inoculación de B. firmus + P. fluorescens el cual fue 
estadísticamente superior a los tratamientos donde hubo 
inoculación de las dos BSF (B. firmus y P. fluorescens) de forma 
individual (p = 0,0001; Tabla 1).

En el control de semillas de B. macrantha en caldo LB no 
se observó germinación.

DISCUSIÓN
Cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y 
bacterias solubilizadoras de fosfatos
Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) asociadas 
a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum estuvieron 
representadas por menos del 10 % en relación a las bacterias 
heterótrofas cultivables. Al respecto Santa-Regina et al. 
(2007), Lara et al. (2011) y Azziz et al. (2012), registraron 
porcentajes de aislamiento entre el 8 y 15 % en cultivos de 
avena, sorgo y terrenos colonizados por especies nativas 

Figura 4. Efecto de la inoculación de BSF sobre la germinación de semillas de B. macrantha en condiciones de invernadero. Los valores graficados 
representan el promedio (n=36), diferentes letras indican diferencias significativas (Duncan; p<0,05).

Tabla 1. Efecto de la inoculación de BSF sobre el crecimiento de B. macrantha en condiciones de invernadero (n=72; valor entre paréntesis 
corresponde a la desviación estándar). Las diferentes letras en las mismas columna indican diferencias significativas (Duncan; p<0,05). AP-Altura 
de la plántula, LR-Longitud de la raíz principal y PS–Peso seco.

Atributos

Tratamientos AP (cm) LR (cm) PS (g)

Control 1,15 (±0,36) b 2,25 (±0,93) b 0,99 (±0,20) d

B. firmus 1,45 (±0,15) a 2,25 (±1,17) b 1,17 (±0,11) c

P. fluorescens 1,50 (±0,21) a 2,36 (±1,02) b 1,29 (±0,12) b

B. firmus + P. fluorescens 1,47 (±0,17) a 3,01 (±1,16) a 1,36 (±0,10) a
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y pastizales de carretón y raigrás. En contraste, Martínez-
Nieto y García-González (2010), Farina et al. (2012) y 
Muleta et al. (2013), encontraron que las poblaciones de 
BSF estuvieron representadas por el 30 % del total de las 
bacterias asociadas a la rizosfera de plantas de canola 
(Brasica napus Linneo), encenillo (Weinmannia tomentosa 
Linneo f) y café (Coffea arabica Linneo).

Caracterización de las bacterias solubilizadoras de 
fosfatosz
La mayoría de las BSF asociadas a la rizosfera de B. 
macrantha y V. triphyllum correspondieron a bacilos Gram 
negativos. Esto es coherente con lo reportado por Martínez-
Nieto y García-González (2010) y Lara et al. (2011), quienes 
señalaron que las poblaciones de BSF relacionadas a la 
rizosfera de guayaba agria (Psidium araca Swartz) y encenillo, 
eran predominantemente bacilos Gram negativos.

Otros morfotipos aislados en menor proporción de 
la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum correspondieron 
a bacilos y cocos Gram positivos. Lara et al. (2011), 
reportaron bacilos y cocos Gram positivos en un 5 % y 2 % 
respectivamente, del total de las BSF asociadas a la rizosfera 
de árboles de guayaba agria.

Los géneros fosfatosolubilizadores más frecuentes en los 
dos períodos climáticos para las dos especies de plantas, 
correspondieron a Pseudomonas sp., Enterobacter sp. y Bacillus 
sp. Resultados similares son reportados por Muleta et al. 
(2013), quienes encontraron que Pseudomonas y Bacillus, 
fueron las BSF más abundantes en la rizosfera de plantas de 
café que crecían en bosques naturales.

Las BSF de los géneros Acinetobacter sp., y Klebsiella sp., 
solo se aislaron de la rizosfera de B. macrantha. Por su parte, 
Pantoea sp. y Micrococcus sp., se aislaron exclusivamente de 
la rizosfera de V. triphyllum. Autores como Houlden et al. 
(2008), Dunfield y Germida (2003), Santa-Regina et al. 
(2007), Farina et al. (2012), reportan que la composición, 
incidencia y distribución de la comunidad microbiana en la 
rizosfera es influenciada por muchos factores. Así, patrones 
de exudación de la raíz que varía durante el ciclo de vida 
de las plantas y cambios en variables ambientales como la 
precipitación y la temperatura cambian la composición de 
la comunidad microbiana.

Adicionalmente, la rizodeposición de nutrientes por 
parte de las raíces de las plantas es otro de los aspectos 
determinantes de la diversidad bacteriana, debido a que 
diferentes especies de plantas crean condiciones desiguales 
principalmente a través de sus exudados (Smalla et al., 2001; 
Houlden et al., 2008).

Capacidad de solubilización de fosfatos in vitro
La mayoría de bacterias aisladas formaron halos de 
solubilización con diámetro inferior a 2 mm. Resultados 
similares son reportados por Azziz et al. (2012). Contrario 

a lo reportado por Gupta et al. (2010), et al. (2012), Yu et 
al. (2012) y Muleta et al. (2013), quienes encontraron que 
la mayoría de las BSF asociadas a la rizosfera de plantas 
café y stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) formaron halos de 
solubilización de fosfatos con diámetro superior a los 5 mm 
después de cinco días de incubación en medio PVK.

El índice de solubilización de fosfatos (IS) de las bacterias 
asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum osciló 
entre 1,1 a 3,7. Las dos cepas bacterianas que presentaron 
mayor IS de fosfatos correspondieron a P. fluorescens y B. 
firmus. Estos resultados concuerdan con los mostrados por 
Lara et al. (2011), Yu et al. (2012) y Muleta et al. (2013) 
quienes reportan rizobacterias solubilizadoras de fosfatos 
con IS entre un rango de 1,25 a 5,82, e indican que en 
general las cepas Gram negativas presentaron los IS más 
altos, siendo Pseudomonas el de mayor tamaño halos de 
solubilización. Adicionalmente, Muleta et al. (2013), 
reportan que todos las bacterias Gram negativas que 
aisló tienen la capacidad de producir ácidos orgánicos, 
principalmente los ácido 2-cetoglucónico y glucónico, lo 
que explica la mayor capacidad de solubilización de P de las 
bacterias Gram negativas en comparación con las bacterias 
Gram positivas.

Las BSF crearon zonas de acidificación en el medio SRSM-
1, lo que indica la producción de ácidos orgánicos por parte 
de los aislamientos. Varios autores señalan que la secreción 
de ácidos orgánicos es uno de los mecanismos esenciales 
para la solubilización de fosfatos minerales insolubles (Ca3 

(PO4)2, roca fosfórica, entre otros compuestos) por parte 
de las bacterias. Sin embargo, aclaran que no es el único 
mecanismo involucrado en este proceso (Illmer y Schinner, 
1995; Chen et al., 2006; Muleta et al., 2013). Entre los ácidos 
orgánicos, la producción de los ácidos 2-cetoglucónico y 
glucónico por los géneros bacterianos Bacillus y Pseudomonas, 
es el mecanismo más frecuentemente descrito en la literatura 
como responsable de la solubilización de fosfatos (Chen 
et al., 2006; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010; 
Muleta et al., 2013).

Ensayos de inoculación en B. macrantha
El incremento más significativo en los parámetros de 
crecimiento evaluados para B. macrantha se presentó 
con la aplicación del inoculante combinado de las BSF 
en comparación con los resultados obtenidos en los 
tratamientos donde se inocularon BSF de forma individual. 
La estimulación de la germinación de semillas, el incremento 
de la altura de las plántulas y el mayor desarrollo de las raíces 
de B. macrantha por la inoculación de B. firmus y P. fluorescens, 
puede ser explicado por la capacidad de estas bacterias 
para producir sustancias promotoras del crecimiento de 
las plantas como el ácido indolacético (AIA), cuya principal 
función es la de estimular la germinación de las semillas, 
acelerar el crecimiento de las plantas especialmente en 
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sus primeros estadios, inducir la iniciación radicular e 
incrementar la formación de raíces y pelos radicales (Khalid 
et al., 2003; Khalid et al., 2004).

Es importante resaltar que el buen desarrollo del 
sistema radical de plántulas de B. macrantha obtenidas de 
semillas inoculadas con BSF, podría indicar una mayor 
probabilidad del establecimiento de las plántulas en 
condiciones de campo (suelos deficientes en P y otros 
nutrientes), debido a la mayor área de contacto para la 
absorción de los nutrientes. Con respecto a esto, Galindo 
et al. (2006), Ramos et al. (2007) y Matias et al. (2009), 
Gupta et al. (2010), Gupta et al. (2012) y Muleta et al. 
(2013), señalan que la inoculación de microorganismos 
solubilizadores de P en plantas y semillas de especies 
forestales, además de incrementar significativamente el 
crecimiento de la planta en términos de altura, peso seco 
y contenido de P en las diferentes estructuras de la planta, 
también reduce el índice de mortalidad de las mismas 
cuando son trasplantadas a campo.

Adicionalmente, Barreto et al. (2007), Farina et al. 
(2012), Yu et al. (2012) y Dash et al. (2013), señalan que 
los resultados positivos sobre el crecimiento de las raíces y 
el aumento del peso seco de tallos y raíces de las plántulas, 
pueden ser debidos a la habilidad de las cepas bacterianas 
para solubilizar fosfatos, aunque no afirman que este haya 
sido el único o principal mecanismo responsable de una 
respuesta positiva en el crecimiento.

Otras características de las PGPRs, como la producción 
de sideróforos, la fijación biológica del nitrógeno y la 
presencia de actividad ACC deaminasa, para reducir la 
producción de etileno, que aunque no fueron evaluadas 
para las cepas aisladas en este trabajo, podrían explicar 
parte de los resultados obtenidos. El género Pseudomonas, 
ha sido ampliamente estudiado por su capacidad para 
fijar nitrógeno, sintetizar componentes indólicos y 
producir sideróforos (Jha et al., 2009; Farina et al., 2012; 
Mohan y Radhakrishnan, 2012). Otro género bacteriano 
reconocido por su actividad PGPR es Bacillus, además 
de su capacidad para solubilizar P, algunas cepas son 
comúnmente productoras de sideróforos (Ribeiro y 
Nogueira, 2012).

CONCLUSIONES
La inoculación de las cepas de BSF B. firmus y P. fluorescens 
de forma individual y como inoculante combinado mostró 
un efecto benéfico, incrementando significativamente 
el porcentaje de germinación de semillas, la altura de 
plántulas, la longitud de las raíces y el peso seco total de 
B. macrantha. La inoculación de estas BSF puede ser una 
opción alternativa para la movilización de compuestos 
fosfatados insolubles que se encuentran presentes en 
el suelo. Sin embargo, es necesario realizar estudios 
posteriores para evaluar los efectos de estas cepas 
bacterianas en condiciones de campo.
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