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RESUMEN

El chontaduro o pejiyabe (Bactris gasipaes Kunth) esuna especie nativa de las
selvas humedas del pacifico colombiano, adaptada a condiciones de alta acidez y
deficiencia de nutrientes, especialmente fosforo (P), caracteristicas dominantes en
los suelos de esta zona tropical. Los microorganismos rizosféricos solubilizadores
de R, entre ellos las bacterias (BSP), contribuyen a mejorar la disponibilidad de
este nutriente, por ello, la necesidad de aislarlos, reconocerlos e identificarlos en
la rizosfera, como uno de los mecanismos de adaptacion de esta especie. Una vez
aisladas y purificadas en medio libre de fuentes de fésforo organico e inorganico
solubles, las poblaciones bacterianas se identificaron mediante la utilizaciondel
analisis de las secuencias DNAr 16S y la técnica BOX-PCR, estableciendo que

Recibido para evaluacion: 25/01/2012. Aprobado para publicacién: 29/07/2012

1 Ph.D. Docente auxiliar ECAPMA — Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD
2 Ph. D. Profesora titular Universidad Nacional de Colombia sede Palmira

Correspondencia: cpatinot@yahoo.com



178
=

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 10 No.2 (177 -187) Julio - Diciembre 2012

en el sitio de estudio, las poblaciones dominantes fueron Burkholderia
ambifaria y Burkholderia sp. 383, seguidas por Pseudomonas putida,
especies reconocidas globalmente por su actividad solubilizadora, y como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR).

ABSTRACT

The chontaduro or pejiyabe (Bactris gasipaes Kunth), is a species native of
rainforest of Colombian “s Pacific Coast, adapted to soils with high acidity
and depleted in nutrients, especially phosphorus.The phosphate solubilizing
microorganisms, including bacteria (BSP), improve the availability of this
nutrient, therefore, the need to isolate, recognize and identify those in the
rhizosphere, as one of the mechanisms of adaptation of this species. Once
isolated and purified in medium free of sources of soluble phosphorus,
bacterial populations were identified using sequence analysis of 16S
rDNA and molecular genotyping by BOX-PCR, stating that in the study
site, the dominant populations were Burkholderia ambifaria and B. sp.
383, followed by Pseudomonas putida, species recognized globally for its
solubilizing activity, and as plant growth promoting rhizobacteria (PGPR).

RESUMO

Do chontaduro oupejiyabe (Bactris gasipaes Kunth) é uma espécie nativa
da florestas umidas do pacifico colombiano, adaptados ascondigcoes
de alta acidez e deficiéncia de nutrientes, especialmente fosforo (P),
caracteristicas dominantes no solo de esta zona tropical. Microrganismos
do solo comcapacidade de solubilizar fosfatos naturais, incluindo as
bactérias, contribuir para melhorar a disponibilidade de nutrientes
presente, por conseguinte, ndo existe necessidade de isolar as, reconhecer
e identificar-los narizosfera, como um dos mecanismos de adaptagdo
do presente espécies. Uma vez que tenham sido isoladas e purificadas
emmeiolivre de fontes de P orgéanicos e inorgdnicossoluveis, populagées
bacterianas foram identificadas pela utilizagdo da analise das sequéncias
do extrachromosomeDNAr 16S e a técnica BOX-PCR, que estabelece que
a drea de estudo, a populagées dominante foram: Burkholderiaambifaria
e B. sp. 383, seguido por Pseudomonasputida, espéciesreconhecidas
mundialmente para suaatividade solubilizadora, e como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP).

INTRODUCCION

En el mundo, los suelos &cidos ocupan cerca de 3.95 billones de hectareas,
correspondientes al 30% de la superficie terrestre [1, 2], mientras en
Colombia, representan mas del 80% del territorio [3]. En general, estos
suelos son deficientes en fosforo (P) disponible para los cultivos, debido a
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su elevada capacidad de fijacion, determinada por: a)
los altos contenidos de hierro y aluminio, los cuales al
combinarse con el P precipitan como sales insolubles, y
b) por la presencia de hidroxidos y sesquidxidos, sobre
cuyas superficies se adsorbe el elemento.

La baja disponibilidad de P en el suelo conlleva una
mala nutricion de las plantas, por cuanto el nutrientese
suple normalmente con la aplicacion de fertilizantes
de sintesis quimica y roca fosférica. Sin embargo, los
impactos ambientales deésta practica y el agotamiento
inminente de las reservas globales de la roca fosforica [4,
5], son razones que impulsan la busqueda de alternativas
sostenibles que permitan satisfacer los requerimientos
de P de los cultivos en la agricultura moderna.

En el tropico, a pesar de la baja disponibilidad
del P, los ecosistemas naturales mantienen una
enorme y diversa biomasa vegetal, que sugiere la
existencia de mecanismos capaces de regular el ciclaje
biogeoquimico de los nutrientes, en particular el P Tales
mecanismos incluyen las funciones metabalicas de los
icroorganismos del suelo y/o de las mismas plantas,
a través de interacciones complejas que ocurren en la
rizosfera [6, 7, 8]. De hecho, es amplio el registro de
la diversidad de bacterias [9], incluidasactinobacterias
[10], y de hongos [11], asociados 0 no a las raices
de las plantas, que hacen disponibles las diferentes
formas quimicas del P del suelo mediante procesos de
solubilizacion de las fuentes minerales y/o mineralizacion
de las formas organicas [11, 12].

Desde 1903, cuando se registro que algunos
microorganismos tenian capacidad de solubilizar el P
en el suelo y se sugirid que ellos podrian jugar papel
importante en la nutricion fosférica de las plantas, se
han hecho numerosos avances en la comprension
de los mecanismos responsables del proceso y en el
conocimiento de la biodiversidad microbiana con tal
capacidad [1, 11, 12]. Actualmente, se considera la
solubilizacion de fosfatos como una caracteristica clave
de los microorganismos promotores del crecimiento
vegetal (PGPR).

En relacion con los mecanismos, lamineralizacion del P
organico depende de la secrecion de enzimas fosfatasas
(principalmente fitasas), mientras la solubilizacion a
partir de fuentes minerales como fosfatos mono y
dibasicos (especialmente del tipo de las apatitas), esta
ligada a la produccion de acidos inorganicos, acidos

organicos y/o ala liberacion de protones, productos del
metabolismo primario del organismo solubilizador [1, 7].

Como tecnologia aplicada, las primeras aplicaciones
masivas en campo de inoculantes con capacidad
solubilizadora de P se efectuaron en la antigua Union
Soviética en los afios cincuenta, con resultados
sorprendentes. La aplicacion de kaolinita impregnada
con esporas de Bacillus megaterium var.,phosphaticum
llevo aincrementos de hasta 70% en la produccion de los
cultivos. Con la aplicacion de fosfobactericina, nombre
dado a este bioinoculante, también se obtuvieron
resultados positivos en suelos de la India deficientes
en P, pero fueron negativos en los Estados Unidos [1].
En Cuba, Fosforina® es un bioinoculante a base de
Pseudomonas fluorescens aplicado principalmente en
tomate [13]. En Colombia, actualmente se comercializa
Fosfosol®, producto de la investigacion que sobre
microorganismos solubilizadores de P (MSP) se hace
en la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota,
cuyo ingrediente activo es Penicillium janthinellum. Esta
dirigido especialmente al cultivo del arroz, produciendo
incrementos del rendimiento entre el 5 y el 38% con
respecto a cultivos no inoculados [14].

No obstante, y a pesar de las potencialidades ambientales
y economicas implicitas enel uso de los MSP como
biofertilizantes, aun son escasos los estudios basicos
que respalden la tecnologia, especialmente en el tropico
[1, 13]. Tampoco es amplia su adopcidn por parte de
los productores, campesinos y técnicos.

El presente trabajo busca contribuir al conocimiento de
la diversidad bacteriana solubilizadora de P asociada a
la rizosfera del chontaduro, cultivo de importancia en la
region tropical del Pacifico colombiano. Las posibilidades
de establecimiento de un proceso biotecnologico a partir
del conocimiento de las BSP, requiere que se genere
informacion acerca de la eficiencia, estabilidadgenotipica
de los microorganismos objeto de estudio y su
identificacion filogenética. Por ello, la evaluacion de estas
tres variables, bajo condiciones in vitro, constituyen el
objetivo de este trabajo, como paso previo a la estimacion
de su eficacia en condiciones de invernadero y campo.

METODO

A partir de las raices de cuatro plantas de chontaduro
(B. gassipaes Kunth)en edad productiva, seleccionadas
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aleatoriamente y crecidas bajo condiciones de bosque
natural en un suelo del corregimiento del Bajo Calima, en el
municipio de Buenaventura (Valle del Cauca), se tomaron
submuestras de suelo rizosférico (particulas adheridas
al rizoplano), las cuales se mezclaron y homogenizaron
para conformar una muestra de200 g de suelo, recogida
en bolsas plasticas, almacenada en nevera de icopory
transportada al Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

En agua destilada estéril se efectuaron diluciones
seriales de la muestra de suelohasta 10-°. En medio
de cultivo Pikovskaya (PVK) (en g L glucosa, 10;
Ca,(PQ,),, 5; (NH,),S0O,, 0,5; NaCl, 0,2; MgS0, 7H,0,
0,1; KCI, 0,2; extracto de levadura, 0,5; MnSO, H,0,
0,002; FeSO,7H,0, 0,002; agar, 15), a partir de las
diluciones 10-3 a 10-°se hicieron aislamientos por estria
sobre 4 placas de Petri/dilucion.El halo transparente
que se formo alrededor de las colonias, en la medida
que ocurrid la solubilizacion, constituy6 el indicador de
actividad. Los aislamientos obtenidos se purificaron
y conservaron sobre el mismo medio, para analisis
posteriores.En todos los casos, l0s cultivos microbianos
se mantuvieronen incubadora a 28 °C y luz artificial.

indice de eficienciasolubilizadorade fosfatos (ESF)

Esta variable hace referencia a la capacidad relativa
de los microorganismosde utilizar como sustrato
las fuentes insolubles de este nutriente, tornandolas
disponibles en el medio. Para ello,los aislamientos
obtenidos, se evaluaron a los cinco dias después de
sembrados. La medida del indice ESF se hizo sobre
4 replicaciones por cada aislamiento. El indice ESF se
calculo por la relacion (11) (Ec. 1):

ESF = Area del halo de solubilizacion
Area de crecimiento de la colonia

(Ec. 1)

Estabilidad de la capacidad solubilizadora

Para verificar la permanencia en el tiempo de la
capacidad solubilizadora, cada uno de los aislamientos
obtenidos, se sometio a cinco resiembras consecutivas
en PVK y evaluacion de ESF en cada etapa (11). Los
tratamientos generados a partir de cada uno de los
aislados, se dispusieron en un disefio completamente
al azar. El ANAVA se efectud en el programa IBM
SPSSStatistics 19. Para la comparacion de medias se
utilizo la prueba Tukey (o=0,05).

Identificacion filogenética de los aislamientos

Se hizo a través del andlisis de las secuencias del gen
ADNr 16S: Para el aislamiento y purificacion del ADN
genomico de los aislados se utilizo el Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega,USA), utilizando los
protocolos sugeridos por el fabricante. EI gen ADNr
16S en cada uno de los aislados se amplificd con los
primer bacterianos universales fD1 y rD1 (15):fD1:
(5’-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTC
AG-3'),y, rD1: (5°-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGT
GATCCAGCC-3").

En todos los casos,la PCR fue efectuada en un
volumen de reaccion de 15 ul, conteniendo: 1 ul
de ADN gendmico (como molde en concentracion
de 10 ng/ ul), 7,5 ul de GoTag® Green Master Mix
(Promega), 1 ul de cada primer (a una concentracion
de 10 pmoles/ ul cada uno) y 4,5 ul de agua libre de
nucleasas. La reaccion de termociclaje consistio de
un paso de denaturalizacion de 95°C (2 min), seguido
por 30 ciclos de 95°C (30 s), 50°C (aislados 1, 2, 4
y 6) 0 65°C (aislados 3,5y 7) (30 s), 72°C (4 min),
y un paso final de elongacion de 72°C (5 min). Las
temperaturas de los anillajes se determinaron como
las mas adecuadas por ensayos previos.

Para verificar la calidad del amplicion, los productos
de amplificacion se corrieron en un gel de agarosa
(0,8%) durante 40 min y un voltaje de 65 V. Una vez
hecha la electroforesis los geles se visualizaron con
ayuda de un transiluminador. Los amplicones obtenidos
de cada uno de los siete aislados se secuenciaron
en los dos sentidos 5’ a3’y 3’ a5’y las secuencias
se ensamblaron utilizando el software Geneious ®
v.4,8.4. La secuencia ensamblada se analizo utilizando
la herramienta BLAST (Blastn, Megablastn) en varias
bases de datos disponibles en Internet (Database 16S
ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea),
GenBank; 16S rRNA gene database, Greengenes;
Pseudomonas Genome Database; Burkholderia Genome
Database) (cuadro 2).

Perfilamiento molecular de las cepas

Con el objetivo de diferenciar las cepas adscritas a
una misma clasificacion filogenética, se efectud un
perfilamiento molecular a través de la técnica BOX-
PCR [16].
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Para obtener el ADN genomico de las diferentes cepas
se utilizd el protocolo ya descrito. La reaccion de
amplificacion del elemento BOX se hizo con la misma
mezcla de reaccion usada para la amplificacion del
gen RNA 16S, excepto que el cebador utilizado fue el
BOXA1R (16): 5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'.
Las condiciones y tiempos del termociclaje
fueron descritas por Seo and Tsuchiya (17). Los
ampliconesBOX se corrieron en un gel de agarosa
(1,5%), durante 90 minutos y un voltaje de 75 V.
Los patrones electroforéticos se visualizaron en
un transiluminador, y se analizaron con ayuda del
software TotalLab ® TL120 1D. Para comprobar la
robustez y reproducibilidad de la técnica, la corrida
de los amplicones BOX se efectu6 dos veces,
en dias distintos, bajo las mismas condiciones
experimentales.

RESULTADOS

Aislamiento de BSFy estimacion de la eficiencia
de solubilizacion

Se obtuvieron 22 aislamientos bacterianos con
capacidad para hacer disponible el P a partir de fosfato
tricalcico. Al establecer la estabilidad fenotipica de
su capacidad solubilizadora se encontrd que, a la
quinta resiembra, so6lo siete aislados conservaron
esta cualidad, los cuales se escogieron para adelantar
los ensayos de eficiencia solubilizadora. Estos se
denominaron UNBS1 a UNBS?.

Los siete aislamientos presentaron diferencias
estadisticas significativas en su valor de ESF y la
prueba de Tukey permitio discriminar tres grupos
(Cuadro1, Figura 1). Los aislados UNBS7, UNBS5
y UNBS2 no se diferenciaron estadisticamente y
presentaron los mayores valores deESF, y por tanto
mayor eficiencia solubilizadora, mientras la cepa
UNBS1 fue la de menor halo de solubilizacion.Los
aislamientos UNBS3 y UNBS4no se diferenciaron
estadisticamente en su valor ESF del aislado UNBS1.

Se encontro que la resiembra sucesiva de los aislados
durante cinco semanas llevo a un aumento en el valor
de ESF en algunos de ellos (Figura 1), especialmente
en UNBS7, UNBS5 y UNBS2.

Cuadro 1. Valores de Eficiencia Solubilizadora de Fosfatos (ESF) para
los aislamientos bacterianos residentes de la rizosfera de chontaduro

Subconjunto

AISLAMIENTO| N 1 9 3

UNBS1 19 |1,64718729
UNBS4 19 12,57995969
UNBS3 18 12,97467219

UNBS6 17 5,90359738

UNBS?2 19 6,42917313 |6,42917313
UNBS5 20 7,19740018 | 7,19740018
UNBS7 17 8,01584549

Medias de los grupos de subconjuntos homogéneos, obtenidas para
cinco ciclos de resiembra.
DHS de Tukey (a.=0,05)

Figura 1. Evolucion de los valores ESF de los aislados durante cinco ciclos
consecutivos de resiembra. Las fotos muestran el fenotipo solubilizador
de fosfato de uno de los aislamientos, detectado por la presencia de halo.
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Analisis de secuencias rDNA 16S de las BSF

El analisis de las secuencias de ADNr 16S amplificadas
(Figura 2) demostré muy alta similitudde secuencia
entre los aislados UNBS2, UNBS5, UNBS6 y UNBS7 y
las secuencias de ADNr 16s de Burkholderiaambifaria
MC60-4 (>99%)(Cuadro 2),(Nimeros de accesion
CP001025.1,CP001026.1 y CP001027.1 de la base de
datos de secuencias del NCBI, cromosomas 1, 2y 3,
secuencias completas), lo que indica que estos aislados
se corresponden contal especie, conclusion wque Se
refuerza con los perfiles BOX-PCR (Figura 3), los cuales
agrupan los cuatro aislados dentro de un mismo cluster.

Las secuencias ADNr 16S de los aislamientos UNBS3
y UNBS4 mostraron alta homologia a las secuencias
correspondientes de Burkholderia sp. 383 (>99%)
(Numeros de accesion CP00152,1, y CP00151,1 de la
base de datos de secuencias del NCBI, cromosomas 2
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Cuadro 2. Correspondencia taxonomica de los aislamientos segtn andlisis BLAST en varias bases de datos

. . . Identidad
AISLAMIENTO Mejor alineacion E value nucleotidica (%) Base de datos
, . Database 16S ribosomal RNA sequen-
- 0,

UNBS1 Pseudomonasputidastrain GB-1 0,0 96,00% ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Pseudomonasputidastrain GB-1 0,0 96,03% 16S rRNA gene database, Greengenes
Pseudomonasputidastrain GB-1 0,0 99,30% PseudomonasGenomeDatabase

. o i o Database 16S ribosomal RNA sequen-

UNBS2 Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,52% ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,66% 16S rRNA gene database, Greengenes
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,73% http://genome.jgi-psf.org/
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,73% BurkholderiaGenomeDatabase

. Database 16S ribosomal RNA sequen-
0,

UNBS3 Burkholderiasp. 383 0,0 99,66% ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Burkholderiasp. 383 0,0 99,66% 16S rRNA gene database, Greengenes
Burkholderiasp. 383 0,0 99,80% http://genome.jgi-psf.org/
Burkholderiasp. 383 0,0 99,80% BurkholderiaGenomeDatabase

. Database 16S ribosomal RNA sequen-
0,

UNBS4 Burkholderiasp. 383 0,0 99,52% ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Burkholderiasp. 383 0,0 99,66% 16S rRNA gene database, Greengenes
Burkholderiasp. 383 0,0 99,79% http://genome.jgi-psf.org/
Burkholderiasp. 383 0,0 99,66% BurkholderiaGenomeDatabase

. o Database 16S ribosomal RNA sequen-
- 0,

UNBS5 Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,46% ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,46% 16S rRNA gene database, Greengenes
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,79% http://genome.jgi-psf.org/
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,66% BurkholderiaGenomeDatabase

UNBS6 Burkholderiaambifaria MC40-6 | 0,0 99,729, | Database 16S ribosomal RNA sequen-

ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,73% 16S rRNA gene database, Greengenes
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,80% http://genome.jgi-psf.org/
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,80% BurkholderiaGenomeDatabase
. . 0 Database 16S ribosomal RNA sequen-

UNBS7 Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,53% ces (Bacteria and Archaea), GenBank
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,79% 16S rRNA gene database, Greengenes
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,79% http://genome.jgi-psf.org/
Burkholderiaambifaria MC40-6 0,0 99,79% BurkholderiaGenomeDatabase
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los amplicones del
gen DNAr 16S de los aislamientos UNBS1 (1) a UNBS7 (7)

B.cen. LM6

[0 PruidaGiy

T o ummst

R leg. viciae

El dendrograma (Método UPGMA) se generd a partir de las secuencias
DNAr 16S amplificadas, en Geneious® 4.8.4, y muestra las cepas tipo
de referencia, cuyas secuencias se obtuvieron a partir del nimero de
accesion en el GenBank.

y 1, secuencias completas). Los perfiles BOX-PCR de
estos mismos aislados apoyan también su identidad
como taxon distinto de las cepas de B. ambifaria
MC60-4.Por su parte, el aislamiento UNBS1 mostro
mayor homologia de secuencia con Pseudomonas
putida cepa GB-1 (=96%) (Numero de accesion
CP000926,1 de la base de datos de secuencias del
NCBI, secuencia completa), y el perfil BOX-PCR
demostrd igualmentemayor nivel de divergencia
taxonomica en relacion con los demas aislados.

Aunque el andlisis de la secuencia ADNr 16S no permitio
distinguir como diferentes los aislados UNBS2, UNBS5,
UNBS6 y UNBS7, el perfil BOX-PCR (Figura 3) demostro
que los aislados UNBS2 y UNBS7 pertenecen a una
misma cepa, mientras los aislados UNBS5 y UNBS6
corresponden a otra distinta, dentro de la especie B.
ambifaria (Figura 3). Igual situacion se presento para
los aislados UNBS3 y UNBS4, los cuales demostraron
ser cepas diferentes de la especie Burkholderiasp. 383.
A pesar de que la prueba de siembra en medio PVK
permitio obtener 22 aislamientos en una primera
oportunidad, 15 (quince) no fueron estables en su
capacidad solubilizadora, como se demostro por
la desaparicion del halo de solubilizacion en las
resiembras consecutivas. Este hecho corrobora la
importancia,cuando se seleccionan cepas, de efectuar
la confirmacion de la estabilidad del fenotipo solubilizador
por varios ciclos de siembra consecutivos, que garanticen
una base genética que se exprese en el fenotipo.

Al evaluar la ESF de los siete aislados restantes,
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de patrones de perfiles
moleculares BOX-PCR de ADN genémico de los aislados UNBS1
a UNBS7

UNBS1 UNBS2 UNBS3 UNBS4 UNBS5 UNBS6 UNBS7

o 7; uNBS2 (2)|:E:[l]

+ L |

% 4+ UNBSS (5)m
. UNBS4 (A)E

oko  obe o4c  obo obo oro oo ok 160 |

El recuadro inferior muestra el dendograma generado en TotalLab ®
TL120 utilizando el método UPGMA.

estables en su capacidad solubilizadora, se encontrd un
aumento en el indice de eficiencia de la solubilizacion
a través de cinco ciclos de resiembra, lo que
indicaria, probablemente,la seleccion positiva de una
caracteristica determinada genéticamente.

Analizados filogenéticamente, los siete aislamientos
presentaron alta similaridad con Burkholderia
(exceptoUNBS1) y cuatro de ellos (UNBS2, UNBSS,
UNBS6 y UNBS7) con Burkholderiaambifaria.
UNBS1 mostr6 mayor homologia de secuencia con
Pseudomonasputida cepa GB-1.

Burkholderiaes un género con alta versatilidad
metabolica, que agrupa 58 especies reconocidas
formalmente (18, 19, 20). En el presente estudio,
Burkholderia ambifaria se registra por primera vez en
la zona pacifica de Colombia, como habitante de la
rizosfera de plantas silvestres de chontaduro, crecidas
sin ningdn tipo de manejo agronémico.Previamente,
Marino et al., [23], aislaron Bacillus sp. y Gordonia
sp. como microorganismos BSP, a partir de las raices
de este cultivo, en un suelo de Brasil.
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Los diferentes miembros del género Burkholderia
registrados como organismos solubilizadores/
mineralizadores de P en el suelo y la rizosfera de
muchas plantas, deben su capacidad a distintos
mecanismos. Gaballero-Mellado et al. [21] senalaron a
la produccion de acidos organicos por parte de varias
cepas diazotroficas de Burkholderia, aisladas de la
rizosfera y el rizoplano de tomate, como la causade la
solubilizacion del fosforo mineral en ensayos in vitro.
En el caso de B. tropica, 1os mismos investigadores
presumen |a existencia de un mecanismo desconocido,
adicional a la produccion de 4cidos organicos, como
responsable de Ia solubilizacion. Delvasto et al. [24],
demostraron que Burkholderia caribensis FeGL03
produjo acido gluconico como principal acido organico
en medios de cultivo que contenian fosfato tricalcico
como unica fuente de P, igualmente, Songet al.
[25], identificaron acido gluconico en un cultivo de
Burkholderia cepacia, que contenia mineral triturado
de hierro, proveniente de una mina, como fuente de P

Ademas de su capacidad solubilizadora, el complejo
B. cepacia tiene otras caracteristicas que hacen
de sus miembros alternativas promisorias como
agentes PGPR. Actuan eficientemente como agentes
de biocontrol, tienen alta capacidad degradativa
de compuestos xenobioticos, son productores de
compuestos reguladores del crecimiento vegetal,
particularmente giberelinas y AlA [26, 27] y producen
ACC deaminasa, enzima implicada en la hidrolisis del
ACC, compuesto que sirve como precursor inmediato
de la sintesis del etileno por las plantas [21, 27].

De especial relevancia para aplicaciones
agrobiotecnoldgicas, es el hecho que varias especies
de Burkholderia no incluidas [21, 28] y también
pertenecientes [22] al complejo B. cepacia, tienen
la capacidad de fijar N,. Ademas, los miembros
de Burkholderia compiten ventajosamente por los
exudados radicales y de la semilla [22], lo cual
les confiere ventajas competitivas en éste nicho,
caracteristica clave para que una cepa pueda
considerarse un inoculante efectivo.

Al igual que Burkholderia, Pseudomonas ha sido
aislado en todas partes del mundo, a partir de
diferentes ambientes [29]. Presenta alta gama de
capacidades metabdlicas, que le hacen que compita
con éxito en todos los nichos en que habita. En su
interaccion con las plantas, Pseudomonas puede

tener efectos perjudiciales, pero en la mayoria de los
€asos, su accion propicia el crecimiento y desarrollo
vegetal [30]. Debido a que los exudados radicales y la
superficie radical determinan un nicho que favorece las
poblaciones altamente competitivas de Pseudomonas,
la raiz de las plantas es un reservorio natural de este
género [31].

Hay revisiones intensivas sobre los efectos de
fitoestimulacion, biocontrol y biofertilizacion, entre
otros, que ejercen varias especies de Pseudomonas
sobre diferentes cultivos [30,31, 32, 33], asi como
sus aplicaciones ambientales [34, 35]. Actividades
registradas para miembros de las pseudomonadas
fluorescentes son la produccion de AlA, de ACC
deaminasa, de sideroforos y de compuestos con
actividad antifingica, ademas de la secrecion de
quitinasas, celulasas y proteasas [36].

En términos de capacidad solubilizadora de fosfatos,
Pseudomonases uno de los géneros bacterianos
mas eficientes. Naiket al. [36], en un extenso estudio
sobre la capacidad solubilizadora de fosfatos de
443 aislamientos de pseudomonadas fluorescentes,
obtenidos a partir de la rizosfera de banano y arroz,
encontraron que 80 fueron eficientes solubilizadores
de P incluyendo: Pseudomonas monteilii, P putida, P
plecoglossicida, P fluorescens, P, fulva, R mosseliiy P
aeruginosa. Dentro de éstas, 12 (15%) se clasificaron
como P putida. El analisis de BOX-PCR determino
ademas, amplia diversidad intraespecifica entre los
aislamientos. En un estudio similar, Naik et al. [37] no
encontraron a P putida en la rizosfera de banano, lo cual
asociaron a posibles variaciones condicionadas por el
genotipo del huésped. Browneet al. [38], encontraron
mayor densidad de pseudomonadas fluorescentes
en trigo en comparacion con cebada, aunque las
poblaciones de BSP no variaron significativamente
entre los dos cultivos. En ambas plantas, la mayor
tasa de solubilizacion estuvo asociada a aislados de
la especie P, fluorescens.

Con relacién a los posibles mecanismos de
solubilizacion de fosfatos, varios estudios confirman
que en Pseudomonas, incluyendoP, putida, estan
asociados a la produccion de acidos organicos,
especialmente a través de la oxidacion de glucosa
a acido gluconicopor la ruta de oxidacion directa,
la que estaa su vez relacionada directamente con la
acidificacion del medio de cultivo [36].
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CONCLUSIONES

A partir de rizosfera de chontaduro crecido naturalmente
en la Costa Pacifica del Valle del Cauca, se obtuvieron
22 aislamientosbacterianos con capacidad temporal de
solubilizacion de P (BSP). Siete mostraron estabilidad
en la caracteristica solubilizadora.

El'género bacteriano con mayor frecuencia dentro de las
BSP aisladas correspondio a Burkholderia, incluyendo
3 cepas de B. ambifariay dos de Burkholderiasp. 383,
registradas en la literatura como eficientes PGPR, con
actividades benéficas relacionadas con: control de
fitopatogenos, produccion de sustancias con accion
hormonal, antibiotica, diazotrofica y enzimatica.
También se aislo una cepa de Pseudomonasputida.

El perfil molecular BOX-PCR de las cepas evidencio
la ocurrencia de diversidad intraespecifica entre las
cepas de B. ambifaria, indetectable con el analisis de
las secuencias del ADNr 16S. Se considera necesario
el uso complementario de las dos técnicas en analisis
de biodiversidad microbiana asociada a la rizosfera
de los cultivos.
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