Avrticulo de revisién

Solubilizacion de fosfatos: una funcion microbiana
importante en el desarrollo vegetal

Lucia Constanza Corrales Ramirez, MSc!
Zuly Yurieth Arévalo Galvez?, Vanessa Estefania Moreno Burbano?

1. Docente investigadora. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Bogotd, Colombia.

2. Estudiantes Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico, Facultad de Ciencias de la Salud.
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Bogotd, Colombia.

Correspondencia: Icorralesr07@gmail.com

Recibido: 25/03/2014 Aceptado: 10/06/2014
Resumen

La agricultura es la base fundamental para la sostenibilidad de la seguridad alimentaria en el planeta,
ya que representa la principal fuente de alimento y hace parte de la economia de los paises en desarro-
llo. Sin embargo en la actualidad la demanda de alimento es mayor y existe la necesidad de agilizar el
crecimiento vegetal para suplir las necesidades de la poblacién y disminuir los indices de desnutricién
y hambre, pero para ello se utilizan practicas agricolas como la aplicacién de fertilizantes quimicos que
afectan significativamente el medio ambiente y los ecosistemas del suelo. En busca de encontrar solucio-
nes, en los ltimos anos se han desarrollado estrategias alternativas para reemplazar los fertilizantes. Los
microorganismos han demostrado cumplir funciones que mantienen el equilibrio del suelo y apoyan el
crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos, entre ellos la solubilizacién de fosfatos, por el cual
se logra liberar el ion fosfato accesible para la planta. Este elemento se encuentra limitado en el suelo
y es un nutriente vital después del nitrégeno para el desarrollo de la planta. El género Bacillus se ha
destacado como un potencial solubilizador de fosfato y puede ser utilizado como biofertilizante que va
a permitir obtener un producto agricola de calidad y sin generar consecuencias al ambiente.

Palabras clave: bacterias promotoras de crecimiento, biofertilizante, ecosistema, solubilizacién de fosfatos.

Solubilization of phosphates: an important
microbial function in plant development

Abstract

Agriculture is the fundamental basis for the sustainability of food security on the planet, since it repre-
sents the main source of food and is part of the economy of developing countries. At the present time,
however, the demand for food is greater and there is the need to speed up plant growth to meet the
needs of the population and to reduce rates of malnutrition and hunger, but this is used for agricultural
practices as the application of chemical fertilizers which significantly affect the environment and the
ecosystems of the soil. In hopes of finding solutions, alternative strategies to replace fertilizers have been
developed in recent years. The microorganisms have demonstrated compliance functions that keep the
balance of the soil and support plant growth through a variety of mechanisms, including the solubiliza-
tion of phosphates, which can succeed in freeing the phosphate ion accessible for the plant. This item is
limited in the soil and is a vital nutrient after the nitrogen for the growth of the plant. The genus Bacillus
has been highlighted as a potential solubilizer phosphate and can be used as biofertilizer that will enable
them to obtain a quality agricultural product, without generating consequences to the environment.

Key Words: bacteria growth promoters, biofertilizer, ecosystem, solubilization of phosphates.
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Introduccion

En la actualidad el hambre es un problema de
magnitud mundial que conlleva al aumento y pro-
pagacién de enfermedades en la poblacién como
consecuencia de la desnutricién, es por esta ra-
z6n que la Organizacién de las Naciones Unidas
(ONU) propuso ocho objetivos para el presente
milenio, entre ellos erradicar la pobreza extrema
y el hambre (1). En Colombia la calidad de vida
y las condiciones econémicas de la mayoria de los
habitantes contribuye a mantener esta condicién.
Actualmente existe la necesidad sentida de cubrir
la demanda de alimentos en el planeta mediante
produccién eficiente y limpia que permita una sos-
tenibilidad en la oferta de vegetales a largo plazo.

Por otro lado, los agricultores recurren a fertili-
zantes quimicos poco convenientes con el medio
ambiente para suplir los requerimientos de la plan-
ta que no obtienen del suelo y lograr mayor pro-
ductividad, este tipo de productos son utilizados sin
conocer las condiciones éptimas para su aplicacién,
como las caracteristicas del suelo y tipo de cultivo.
Es importante resaltar que el uso de fertilizantes tie-
ne como objetivo no sélo maximizar los beneficios
en la produccién agricola, sino proteger el medio
ambiente (2). De igual forma hay que considerar
que el alto consumo de fertilizantes genera un gas-
to representativo para la economia, que en muchas
ocasiones no es recuperado con la cosecha (3).

Los avances de la biotecnologia han permitido
encontrar soluciones eficaces con el fin de reem-
plazar fertilizantes quimicos con la utilizacién de
microorganismos, es el caso del potencial de algu-
nas bacterias que actian como mediadores, pues-
to que logran liberar jones de diversos elementos
como nitrégeno, potasio, azufre, calcio, magnesio
y f6sforo, siendo este dltimo un nutriente esencial
para la planta. Los mecanismos de solubilizacién
con que cuentan los microorganismos facilitan
la absorcién de todos los compuestos incluido el
fosforo; ademds las bacterias en particular cum-
plen funciones vitales para el sostenimiento del
suelo como ecosistema, que son de gran interés
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para la produccién agropecuaria, que se traducen
en el aumento del rendimiento de los cultivos, sin
causar dafnos al medio ambiente y conservando el
equilibrio de los ecosistemas (4).

EL suelo como ecosistema

El suelo es un cuerpo natural que cubre la mayor
parte de la superficie terrestre, posee las condicio-
nes adecuadas para que exista una gran diversidad
microbiana capaz de realizar procesos que ayudan
al sostenimiento del mismo. Se encuentra confor-
mado por rocas y capas de otros elementos como
el humus, arcilla y arena, donde se desarrollan la
mayor parte de los ciclos vitales microbianos, ade-
mds es una importante fuente de macro y micro-
nutrientes (5). Entre las funciones del suelo estin:
actuar como regulador del ciclo del agua, con ca-
pacidad de retener sustancias y favorecer la trans-
piracién de aire a través de la superficie, y actuar
como amortiguador frente a agentes nocivos (6).
Estas condiciones en el suelo hacen posible la pre-
sencia de diferentes microorganismos que por las
funciones metabélicas que cumplen aumentan la
cantidad de nutrientes asimilables para la planta,
fortalecen la relacién simbidtica con la raiz de la
planta y por ende facilitan el crecimiento vegetal.

La creciente degradacién de los suelos disminuye
el rendimiento de la produccién agricola asi como
la actividad humana que lleva a procesos como la
erosion, la deforestacién y la contaminacién de los
rios, obteniendo productos agricolas de baja cali-
dad y por ende baja productividad desde el punto
de vista econémico, y que al final no logran su-
plir las necesidades de alimento que la sociedad
demanda (7). Con el fin de contribuir a combatir
esta problemadtica y agilizar el crecimiento vegetal,
los agricultores utilizan de forma indiscriminada
fertilizantes quimicos que dafan el suelo acumu-
lindose como sales que evitan el intercambio ca-
tidnico y deterioran la calidad del mismo (1), optar
por alternativas biolégicas mejoraria notablemente
el rendimiento de las cosechas y garantizaria la
proteccién del medio ambiente.
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La solubilizacion de fosfato
¢Una nueva alternativa biologica?
La solubilizacién de fosfatos es una de las funciones
que se ha convertido en tema de investigacién por
su importancia para la agricultura. Entre los géne-
ros bacterianos que poseen esta cualidad se desta-
can Bacillus sp, Stenotrophomonas sp, Burkholderia
sp, Pseudomonas sp, Rhizobium sp, Vibrio proteo-
yticus, Enterobacter aerogenes y Streptomyces sp,
entre otros (4). La presencia de estas bacterias en
el suelo aumentan la cantidad de diferentes iones,
uno de éstos es el fosforo que al ser hidrolizado
con enzimas como los fitasas, facilitan la movili-
dad de este elemento en el suelo y lo transforman

en un compuesto accesible para la planta (8).

El fosforo y su importancia

El fésforo es uno de los requerimientos esenciales
para el crecimiento y funcionamiento de la planta,
éste se encuentra involucrado en el desarrollo de la
raiz y del grano, en el crecimiento y la floracién,
ademds se encuentra constituyendo los fosfolipidos
de las membranas celulares y del material genéti-
co; cumple funciones en el metabolismo energéti-
co celular y en procesos de fotosintesis, glucdlisis,
respiracién y sintesis de dcidos grasos (9).

El fésforo es uno de los elementos vitales para el
desarrollo vegetal, sin embargo, este se encuentra
en baja disponibilidad en la corteza terrestre de-
bido a que la movilidad en el suelo es restringida,
de tal forma que la planta absorbe el elemento de
su entorno especifico en minimas cantidades, esta
condicién natural ha generado interés por encon-
trar alternativas que faciliten la absorcién de éste
por las raices de las plantas y asi incrementar la
concentracion disponible en la rizdsfera (10).

En diferentes ecosistemas la reserva de fésforo se
encuentra en las rocas, unido al oxigeno forman-
do fosfatos. Cuando las rocas estdn expuestas al
ambiente, la intemperie y la lluvia, estos fosfa-
tos se disuelven, de tal forma que son absorbidos

ficilmente a través de las raices de la planta. La
cantidad de fésforo en el suelo se expresa como
PO, y este se clasifica en fésforo inorgdnico y fos-
foro orgénico (9).

Fosforo inorgdnico
Estd representado por el fésforo presente en mine-
rales primarios como las apatitas, hidroxiapatitas
y oxiapatitas, este no es asimilable por las plantas
ya que es insoluble y dificilmente solubilizable,
por ello realiza procesos de intercambio a una ve-
locidad muy lenta. Algunas bacterias solubilizan
el fésforo inorgdnico a través de la produccién de
dcidos orgdnicos, como 4cido glucénico el cual li-
bera fosfatos y cationes al suelo que son ficilmente

asimilables (4,11,12).

Fosforo organico
Las principales formas del fésforo orgdnico son
el fosfato de inositol, los dcidos nucleicos y fos-
folipidos. El fésforo orgdnico que se encuentra
principalmente en restos vegetales y animales, es
degradado por los microorganismos presentes en
el suelo, estos hidrolizan el fésforo orgdnico me-
diante enzimas, liberando el fosfato, el cual es asi-

milable por las plantas (4,13).

Ciclo del fosforo

Como se observa en la figura 1, el depésito prin-
cipal estd constituido por rocas fosféricas. El ciclo
comienza con los iones de fosfatos disueltos, las
plantas lo absorben a través de sus raices y lo dis-
tribuyen en todas las células. A su vez, los anima-
les lo adquieren al ingerir los vegetales. Al morir
las plantas y los animales a través de sus excretas
liberan fésforo insoluble y las bacterias que solu-
bilizan fosfato transforman el fésforo en fosfatos
inorgdnicos disueltos, una parte de dichos fosfatos
son arrastrados al mar, los cuales descienden has-
ta el fondo y forman rocas, la otra parte de estos
fosfatos lo toman las algas, las aves marinas y los
peces siendo finalmente ingeridos por los seres hu-
manos con lo cual se completa el ciclo (14,15).
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Figura 1. Ciclo del fésforo. Arévalo, Moreno, (2013).

Mecanismos de solubilizacion
de fosfato en el suelo

Produccion de dacidos orgdnicos

Desde 1908 se ha reportado que la solubilizacién
de fosfatos se debia a la produccién extracelular de
4cidos orgdnicos, los cuales, entre otras funciones,
intervienen en la quimiotaxis microbiana y detoxi-
ficacién de los metales. Los 4cidos orgdnicos son
compuestos de bajo peso molecular, entre los que
se encuentran: acido butirico, oxilico, succinico,
milico, glucénico, acético, lactico, citrico, fumdri-
co, 2-cetoglucénico, los cuales actian sobre com-
puestos insolubles de fosfato inorgdnico como:
fosfato dicélcico, fosfato tricdlcico, y roca fosférica
(hidroxiapatita, apatitas, fluorapatita, cloroapati-
ta). La presencia de dcidos orgdnicos permiten la
acidificacién del suelo facilitando la absorcién de
este elemento, poseen carga negativa formando
complejos al quelar los iones metélicos como el
Ca”, Mg +2 Fe +3 y Al+3 que se encuentran aso-
ciados con fésforo insoluble y se transforman en
fésforo soluble para la planta (16). Por reacciones
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quimicas las bacterias son capaces de convertir el
fosfato tricalcico Ca3(PQOy), en fosfato di y mo-
nobdsicos asimilables para las plantas. Muchas
bacterias utilizan la ruta metabdlica de la glucosa
para la produccién de estos dcidos, provocando la
liberacién del fésforo al medio (16).

Ca3 (PO4)a+ C:0sHz —3 2CaHPO, + Cay04

Fosfato tricilcico + Acido oxalico —3- Fosfato dicalcico+oxalato de Ca

Figura 2. Solubilizacién de fosfatos inorgénicos. Imagen tomada
de Plazas (2007).

Las bacterias que se asocian con la produccién de
4cidos orgdnicos que solubilizan fosfato son gene-
ralmente Rizobacterias entre las que se encuen-
tran: Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Agro-
bacterium, Flavobacterium, Rhizobium, Yarowia,
Streptosporangium, Aerobacter, Achromobacter y
Erwinia. Sashidhar B. describe la enzima de la
glucosa deshidrogenasa en la via de oxidacién di-
recta (DO), la cual se encuentra involucrada en el
proceso de la solubilizacién de fosfato mineral en
bacterias Gram negativas.
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La solubilizacién de fosfato se da como resultado
de la acidificacién del espacio peripldsmico por los
4cidos producidos de la DO de la glucosa y otros
azucares aldosa reductasa por la glucosa deshidro-
genasa. Entre los dcidos que se producen por esta
via se encuentran: acido acético, ldctico, malico,
succinico, tartdrico, oxdlico y 4cido citrico, siendo
los mds fuertes los 4cidos glucénico y 2-cetoglu-
cénico capaces de actuar como quelantes de Ca+?
en condiciones apropiadas y acidifican el medio,
necesario para la disolucién de fosfatos de calcio
(Fosfato tricdlcico o hidroxiapatita), ademds de ser
importante en el metabolismo intracelular de las
bacterias, entre las que se destacan Achromobacter,
Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Es-
cherichia, Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudo-
monas y Serratia.

El estudio sugiere que el sistema de la via de
oxidacién para el metabolismo de la glucosa
deshidrogenasa puede ser manipulada genética-
mente al transferir los genes codificantes a otros
microorganismos para que puedan actuar como
potenciales solubilizadores de fosfato y sean apli-
cados en la agricultura (17). Las cepas del géne-
ro Bacillus como Bacillus liqueniformis y Bacillus
amyloliquefaciens emplean rutas como la glicolisis
siendo esta la fermentacion l4ctica primaria para
la obtencién de dcidos orgdnicos como el licti-
co, también usan otras rutas como la oxidacién
anaerobia del piruvato adquiriendo acido butiri-
co. Otras bacterias solubilizadoras como Bacillus
megaterium dispone de rutas como la de dcidos
tricarboxilicos sintetizando el 4cido madlico, y ru-
tas como la oxidacién directa de la glucosa son
tomadas por bacterias como Bacillus firmus obte-
niendo acido 2-Cetoglucénico.

En 1992 un estudio evidencié que al realizar aci-
dificacién artificial del medio con HCl se produjo
una menor actividad solubilizadora de fosfato en
comparacién con la obtenida mediante actividad

microbiana, sin embargo, el tipo y la cantidad de
dcido dependen de cada microorganismo, aunque
su principal fuente es la descomposicién de ma-
teria orgdnica, el papel de los dcidos orgdnicos en
estos procesos sigue siendo desconocido (18).

Produccion de enzimas fosfatasas
Las fosfatasas son producidas por algunos mi-
croorganismos y su liberacién se estimula en con-
diciones especificas como la disponibilidad de
materia orgdnica, humus, estiércol, residuos vege-
tales, coloides, asi como el bajo nivel de fésforo en
el suelo. Estos componentes protegen las enzimas
y persisten por largos periodos de tiempo, pero
cambios bruscos en el pH puede llegar a desnatu-
ralizarlas e inactivarlas (4).

El proceso de solubilizacién consiste en la hidréli-
sis de enlaces éster del fosfato orgdnico, las cuales
se dividen en monoéster fosfato hidrolasa, di-éster
fosfato hidrolasa, tri-éster fosfato hidrolasa. En el
grupo de las monoester fosfato hidrolasa se encuen-
tran las fosfatasas 4cidas y fosfatasas alcalinas que
actian respectivamente segin el pH en el que se
encuentre en el suelo (pH 4-9), estas aumentan la
disponibilidad de fésforo inorgdnico soluble para
las plantas, y son las bacterias las que realizan este
proceso bioquimico como mecanismo de supervi-
vencia. La descomposicién de la materia orgdnica
en el suelo se logra por accién de las bacterias que
liberan el ion ortofostato desde estructuras unidas
al carbono como se muestra en la Figura 3.

0 0
[ | I
RO|r0H+H20 —> ROH+HOPOH

OH l OH

Figura 3. Accion de las fosfatasas. Imagen Tomada de Plazas 2007.

Seguin estudios previos las bacterias reportadas
como productoras de fosfatasas son Pseudomonas,

Bacillus, Burkholderia y Pantoea (19).
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Produccion de enzimas fitasas
Son un tipo de fosfatasas producidas por microor-
ganismos como Bacillus sp., los cuales permiten la
liberacién del fésforo insoluble a partir de la hidré-
lisis de fitatos que se encuentran en el dcido fitico
(hexafosfato de inositol) disponible en el suelo. Por
otro lado, el 4cido fitico facilita que en las semillas
de las plantas se almacenen iones de Mg+* y K+
y en menor proporcién de Ca+?, Mn+?, Bat+?, y
Fe+2. Estas enzimas se encuentran distribuidas en
las plantas, tejidos de animales y microorganismos
de los cuales se han reportado bacterias Gram ne-
gativas como Klebsiella, Pseudomonas y E.coli.

En la actualidad las fitasas son de gran interés
biotecnolégico por su aplicabilidad en el mejora-
miento de cultivos, entre los mecanismos mds co-
munes se encuentran la produccion de fosfatasas
4cidas por la presencia de sustratos especificos en
el suelo (20). Es probable que estas enzimas estén
reguladas por la expresion de genes que codifican
su funcién en la mineralizacién de fésforo, lo que
constituiria la base para futuras investigaciones, al
desarrollar y crear vectores para transferencia de
genes en microorganismos que no tengan la capa-
cidad de solubilizacién (21,22).

En la revisién documental realizada por H. Rodri-
guez y colaboradores en el ano 2006 se demuestra
la importancia sobre la insercién de genes codifi-
cantes para la mineralizacion del f6sforo, mediante
ADN recombinante en microorganismos que no
poseen esta capacidad, encontrando esta informa-
ci6n genética en diferentes bacterias implicadas en
el proceso de solubilizacién de fosfatos y la rela-
cién de ésta funcion con la secrecién de 4cidos or-
gdnicos, entre las cuales estdn: Erwinia herbicola,
Morganella morganii, Bacillus subtilis, Pseudomonas
sp., Enterobacter sp., Serratia marcescens, Burkholde-
ria cepacia. En el estudio realizado se transfirieron
pldsmidos de estas bacterias a cepas de E.coli pro-
porciondndole la actividad solubilizadora, y permi-
tiendo abrir nuevas perspectivas sobre la manipu-
lacién de estos genes asi como su uso efectivo para
aumentar la produccién agricola (21).
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En otro estudio, realizado por Milko A. Jorquera y
colaboradores, se confirma la importancia de las fi-
tasas en el mecanismo de solubilizacién de fosfato.
Las bacterias Gram positivas, del género Bacillusy
Paenibacillus, poseen esporas que las hacen resis-
tentes a condiciones adversas, como en suelos de
origen volcdnico que tienen un pH altamente 4cido
y que contienen grandes cantidades de fitato. Estas
bacterias son capaces de utilizar el fitato como tnica
fuente de f6sforo, ya que son portadores de genes que
codifican para las enzimas fitasas y pueden sobrevivir
mejor que las bacterias Gram negativas.

Los autores sefialan que las fitasas tuvieron una
alta actividad en suelos alcalinos lo que corrobo-
ra la informacién sobre la funcién de la enzima
(puede actuar en distintos valores de pH). Sin em-
bargo, el estudio explica que el tipo y cantidad de
fitasas si pueden depender del pH y de las con-
diciones quimicas del suelo; cabe destacar que la
composicién de la poblacién microbiana también
se ve afectada por factores como el tipo de suelo,
fertilizacién, genotipo y edad de la planta. Se ha
descrito que la fitasas 3-hélice (BPP) es predomi-
nante en el género Bacillus y considerada como la
mds importante en el proceso de la funcién solu-

bilizadora de fosfato (23).

Bacillus
Es el género mds representativo del grupo de solu-
bilizadores de fosfato, se encuentra presente en el
suelo, agua, vegetales y aire, poseen diversos me-
canismos de supervivencia como la formacién de
esporas centroméricas ante situaciones adversas,
hasta encontrar las condiciones favorables para su
crecimiento, con una gran capacidad metabdélica

que conlleva a que su colonizacién en la rizdsfera
sea exitosa (24,25).

Son bacterias Gram positivas pertenecientes a la
familia Bacillaceae, tienen forma de bastén y su
tamano varia de 0.5 x 1.2 a 2.5 x 10 pm con termi-
naciones cuadradas que se disponen en largas ca-
denas, aerobios o anaerobios facultativos, méviles
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con flagelos laterales, saprofitos, la mayoria de las
especies presentan catalasa positiva, su crecimien-
to se desarrolla favorablemente en ambientes con
pH 4cido y bdsico entre un rango de (5.5 - 8.5) y
a diferentes temperaturas (-5 °C a 75°C), en agar
sangre se observa hemolisis variable, sus caracteris-
ticas fenotipicas son colonias grandes, con bordes
irregulares de color blanco a grisiceo (206).

Entre las especies potencialmente solubilizadoras
se encuentran: Bacillus licheniformes, B. pumilus,
B. subtilis y B. brevis (27). Algunas bacterias perte-
necientes a este género hacen parte de la flora nor-
mal de humanos y animales y otras son patdgenas
causando generalmente intoxicaciones alimenta-
rias (26). El género Bacillus sp. es un referente de
investigacién puesto que representa una amplia
aplicabilidad en el campo biotecnolégico por sus
diferentes usos industriales y ambientales (27).

Un ejemplo de lo anterior se presenta en el trabajo
de P. Diaz Vargas ez al, en el ano 2001 quienes
investigaron sobre la importancia de la utilizacién
de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
en cultivos de lechuga. En este estudio se desta-
caron los géneros: Pseudomonas, Mycobacterium,
Micrococcus, Bacillus y Flavobacterium por la capa-
cidad de usar mecanismos como la movilizacién
de nutrientes solubles, y la solubilizacién de algu-
nos compuestos como el fésforo a formas que son
asimilables y disponibles para la planta. En dicho
estudio se evalud el efecto de 30 cepas bacterianas
durante las fases de germinacién y crecimiento de
los cultivos.

El estudio inicia con la inoculacién de las semi-
llas de la lechuga y la suspensién bacteriana en
cajas de Petri, encontrando que el 76.6 % de las
cepas incrementaron la germinacién, la estimula-
cién foliar y el incremento en el peso fresco de la
planta, mientras que el 10% no tuvieron efecto
y un 13.3% redujeron las condiciones de creci-
miento (28). El uso del medio selectivo Pikovska-
ya (PKV) que contiene fosfato tricdlcico (TCP),

ha permitido identificar la formacién de halos de
solubilizacién que se evidencia por la acidifica-
cién del medio (viraje a amarillo) cuando las bac-
terias u hongos hacen uso del fosfato como tnica
fuente nutritiva (29,30). Chen Y.P y colabora-
dores, en el 2006, usaron este medio de cultivo
para identificar bacterias potencialmente solubi-
lizadoras de fosfato aisladas de suelos cubiertos
con vegetacion nativa, en el cual se observé la
formacién de un halo claro alrededor de las UFC
como indicador de la utilizacién del fésforo, las
colonias en las cuales se evidencié el halo fueron
purificadas mediante resiembra en un agar con
TCP, posterior a esto, a las cepas seleccionadas
se les realizé identificacién y andlisis filogenéti-
co mediante secuenciacién de rDNA 16S, dando
como resultado 10 aislamientos pertenecientes
al género Bacillus, 9 para Rhodoccoccus, 7 de Ar-
throbacter, 6 de Serratia y un aislamiento para
Chryseobacterium, Delftia, Gordonia y Phyllobac-
terium, confirmando en el estudio a estas tltimas
cepas como “nuevas’ bacterias solubilizadoras
de fosfatos, ademds se asocié ésta funcién con
la secrecién de dcidos orgdnicos que a través de
los grupos hidroxilo y carboxilo quela los iones
unidos al fésforo convirtiéndolo en forma solu-
ble para la planta. Por medio de cromatografia
liquida de alta resolucién (HCLP) se determiné
la presencia de los 4cidos citrico, glucénico, licti-
co, succinico, propiénico y 3 dcidos desconocidos
como indicadores de la funcién solubilizadora de
fosfato, y en 3 cepas que no produjeron 4cido la
solubilizacién del fosfato fue minima (31).

Los biofertilizantes a base de microorganismos be-
néficos han sido objeto de investigaciones puesto
que su aplicabilidad en los suelos presenta una ma-
yor eficacia y la planta puede disponer de mayor
fésforo soluble (32-34). Esta alternativa minimiza
notablemente el impacto ambiental que producen
los fertilizantes quimicos, mejorando el rendi-
miento de los cultivos y limitando el uso de estos
productos téxicos para el suelo que conllevan a su

erosién (35-37).
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M. Lépez et al, durante el 2008, evalué el efecto
de biofertilizantes bacterianos sobre el crecimien-
to en cultivos de maiz, y demostré la capacidad
de algunas bacterias como Bacillus megaterium y
Azotobacter sp, de solubilizar compuestos como el
fosforo. En el estudio se utilizaron dos tipos de
suelos provenientes de ecosistemas venezolanos,
un suelo de alta fertilidad natural (A) y el otro
de baja fertilidad natural (B). Las cepas utilizadas
fueron obtenidas de un ecosistema de sorgo-frijol
del estado Guidrico. El aislamiento de las cepas so-
lubilizadoras de fésforo (SF) se realizé en medio
de cultivo Pikovskaya, incubdndose durante 5
dias con la obtencién de colonias que formaron
un halo transparente, dichas cepas fueron uti-
lizadas para preparar el biofertilizante que fue
aplicado como solucién nutritiva; de las cepas
utilizadas, 10 mostraron un alto indice de solu-
bilizacién de fosfato.

Posteriormente, se realizé la identificacién de las 10
cepas bacterianas obtenidas en los suelos en la zona
alrededor de las semillas de maiz en los suelos A y B
y se evidencid el efecto biofertilizante sobre la ger-
minacién y la precocidad del desarrollo del maiz.
Sin embargo, el crecimiento fue diferente por la
disponibilidad de nutrientes del suelo, siendo mds
efectivo el biofertilizante en el suelo A (38, 39).

En el ano 2012 Tripti, Vipin Kumar y Anshumali
relacionan otros microorganismos con capacidad
solubilizadora de fosfatos. En su estudio se evalua-
ron un total de 50 cepas agricolas de Dhanbad-
India, las cuales fueron cultivadas y mediante
caracterizacién morfoldgica y pruebas bioquimi-
cas se identificé la presencia de Pseudomonas sp,
Azotobacter sp, y Bacillus sp. Para llevar a cabo el
andlisis de la actividad solubilizadora de fosfato se
utilizaron la medicién cuantitativa y la cualitativa.
En la medicién cuantitativa se encontré que todas
las cepas seleccionadas mostraron un halo claro al-
rededor de las colonias, de las 10 cepas aisladas las
bacterias del género Pseudomonas sp. y Bacillus sp.
revelaron la actividad mdxima de solubilizacién
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de fosfato con un indice de solubilizacién de 3,1
y 3,0, con una variacién en el tamano del halo
de 2,0 a 5,0 mm en agar PVK. En cuanto a la
medicién cualitativa, se demostré que las 10 cepas
aisladas fueron capaces de solubilizar fosfato tri-
calcico (TCP) lo que indica la produccién de mul-
tiples dcidos orgdnicos. Concluyendo que el uso
de estas cepas nativas como biofertilizantes ayuda
a reducir el uso de fertilizantes quimicos, el costo

del cultivo y por otro lado contribuye al manteni-
miento de la fertilidad del suelo (40).

En el trabajo de Usha Seshachala ez a/, en 2012,
realizado en la India, también se evidencia el uso
del medio Pikovskaya, En este estudio se aisla-
ron microorganismos (bacterias y hongos) de la
rizésfera de un cultivo de pimienta; una especia
muy apetecida en todo el mundo. El aislamien-
to en el medio Pikovskaya indico la presencia de
diferentes géneros bacterianos Pseudomonas, Baci-
Uus, Streptomyces, Actinomicetos, Arthrobacter. En
la investigacién se puso a prueba la solubilizacién
de diferentes fuentes de fosfatos inorgdnico en-
tre ellos: fosfato de roca (RP), fosfato tricdlcico
(TCP) y fosfato de hidrégeno de potasio (KHP)
a diferentes concentraciones 2.5, 5.0 y 7.5 gl ™! de-
mostrando la mdxima solubilizacién por diversas
especies de Bacillus, entre ellas B. subtilis (86 mm)
y dentro del grupo de los hongos Aspergillus niger
(26,3mm). Estas cepas fueron capaces de solubi-
lizar TCP, KHP y RP de manera eficiente a una
concentracién de 5.0 gl ™. Por la importante fun-
cién que cumplen estos microorganismos se ve la
oportunidad de utilizarlos como abonos fosfata-

dos (41).

Pablo Alvarez Figueroa y Sady Garcia Bendezt
en el mismo ano también sefalan la importan-
cia del medio Pikovskaya (PVK) para la identi-
ficacién de cepas promisorias como solubiliza-
doras de fosfato. En su estudio aislaron cepas
de suelos calcdreos del Valle del Mantaro per-
tenecientes a los géneros Pseudomonas sp, Baci-

llus sp y Clostridium sp y una cepa del hongo
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Penicillium sp seleccionadas por presentar ma-
yor halo de solubilizacién. La eficiencia fue eva-
luada en el medio liquido PVK al cual se le agre-
g6 fosfato tricdlcico y roca fosférica de Bayovar,
una reserva de depdsitos sedimentarios en Pert.
En el trabajo se determiné que la concentracién
de fésforo solubilizado es inversamente propor-
cional al pH, observindose que a valores bajos
(el minimo 3.72) Pseudomonas liberd fésforo a
partir de la roca fosférica. De igual forma se
concluyé en este estudio que la solubilizacién de
fosfato fue mayor a partir de fosfato tricélcico
que de roca fosférica puesto que es un compues-
to de mds dificil solubilizacién. Las bacterias
del estudio demostraron tener mayor indice y
halo de solubilizacién con respecto a los hongos.
Clostridium sp. fue la cepa con mayor eficiencia
de solubilizacién in vitro, mientras que Penici-
Ulium sp. resulté en los valores mds bajos a partir
del fosfato tricdlcico (42).

Se han propuesto métodos para cuantificar con
mayor precision la solubilizacién de fosfato como
se muestra en el trabajo de Rodriguez Gdmez,
Odalys y colaboradores en el cual describen el mé-
todo colorimétrico Mo-blue o del dcido ascérbico
para cuantificar los iones ortofosfato resultado del
proceso de solubilizacién de fosfato. Se propuso
este método ya que algunas cepas no presentan
halo claro de solubilizacién en medio solido pero
si son capaces de solubilizar fosfatos inorgdnicos
insolubles en medios liquidos. Se utilizaron cepas
de Bacillus aisladas de suelo de la rizésfera de caha
de azticar para comprobar la efectividad del méto-
do. El fésforo soluble obtenido a partir de fosfato
tricalcico en el medio liquido, oscilo entre 100 y
300 pg /mL y determinaron que el micro méto-
do puede emplearse en muestras cuya concentra-
cién de fésforo soluble se encuentre por encima de
0,27 pg/mL, logrando una exactitud a un 95% de
muestras cuya concentracién sea igual o mayor a
0,9 pg/mL, lo que confirma que es posible cuanti-
ficar la solubilizacién de fosfato soluble en cultivos
microbianos (43).

El gen Phy y su relacion con la
funcion solubilizadora de fosfato
En la actualidad, la biologfa molecular ha sido de
gran utilidad para el desarrollo de nuevas investi-
gaciones, la identificacién de los genes que codifi-
can la solubilizacién de fosfatos ofrece nuevas pers-
pectivas en el sector agricola. Las enzimas fitasas
tienen un gran valor comercial como suplemento
para alimentos de aves de corral y cerdos. Obtener
una cantidad favorable de esta a partir de cepas de
Bacillus (44) es una forma rentable en el apoyo de
procesos como la solubilizacién de fosfatos al po-
der clonar y transferir los genes a microorganismos
que carecen de esta funcién y realizar inéculos de
bacterias en gran cantidad para que el proceso sea
mds eficiente y exitoso. Existen 2 tipos de fitasas;
las fitasas acidas y fitasas alcalinas ademds son al-
tamente termoestables. Por lo general, las fitasas
dcidas son las mds utilizadas como complemento
alimentario porque pueden liberar fésforo inorga-
nico a partir de las dietas, bajo condiciones 4cidas
durante el proceso de digestién de los animales,
evitando contaminacién ambiental por la eutrofi-
zacion de las aguas (20). Segtn diferentes estudios
el género Bacillus es el mas apropiado para obtener

fitasas Gptimas en éstos procesos.

En el estudio de R. Bawane y colaboradores desa-
rrollado en el 2011 aislaron el gen Phy de dos ce-
pas de Bacillus subtilis NCDC-070 y NCIM-2712
y el producto de la clonacién del gen se transfiri6
a una cepa de E. coli JM-109, en la que se confir-
mé la presencia de la insercién del gen mediante
secuenciacién. Al realizar una comparacién sobre
la presencia del gen Phy en cepas de referencia de
Bacillus con las secuencias del gen Phy obtenidas de
las bacterias en el estudio, se demostrd, mediante el
andlisis filogenético, la relacién entre el gen Phy de
las cepas Bacillus NCDC-070 y NCIM-2712) y las
otras secuencias de genes Phy de la base de datos.
Por otro lado, se observé que la secuencia del gen
Phy, obtenida de la base de datos, mostraron 98%
de homologia con el Bacillus spp aislado en el estu-
dio y sélo 91% de homologia con la B. subrilis (45).
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Otros genes involucrados en la
solubilizacion de fosfato

En el estudio de Haike Antelmann ez a/, en el ano
2000, se analizé la respuesta de B. subtilis a la ne-
cesidad del requerimiento del fosfato, demostran-
do la induccién de algunos regulones, especifica-
mente el regulon Pho el cual se expresé debido al
estrés ambiental, generando proteinas dependien-
tes de dicho regulon. Estas proteinas participan en
la proteccién del ADN y de las membranas, ade-
mds contribuyen en la supervivencia de condicio-
nes ambientales extremas como el calor osmético
y el estrés oxidativo. Dichas proteinas o genes del
regulon Pho son expresadas como sistemas regu-
ladores PhoP / PhoR los cuales permiten utilizar
los recursos limitados del fosfato de una manera
eficiente. El gen phoD también expresado por el
regulon Pho se identificé como responsable de la
sintesis de dcido teicuronico el cual sustituye al
4cido teicoico en las paredes celulares, dicho acido
se expresa cuando PhoP / PhoR son reprimidos.
Durante el estudio se encontré que la mayoria de
los genes del regulon Pho fueron identificados en
el citoplasma y en el proteoma extracelular (46).

Durante el mismo ano, Denis Robichon, Mary-
vonne Arnaud, et a/, demostraron que en condi-
ciones de insuficiencia del fosfato B. subtilis reali-
za la expresién de otros genes tales como PhoA y
PhoB, fosfatasas alcalinas del sistema de transpor-
te de fosfato inorgédnico, las cuales se activan por
componentes (PhoP / PhoR) reguladores de la res-
puesta del sistema histidina quinasa. Ademds, se
encontrd un tinico promotor, el gen ykol; implica-
do en la activacién de la transcripcién, indicando
que su expresion fue inducida por la limitacién de
fosfato, sin embargo, este dependia de los compo-
nentes del sistema de regulacién PhoP / PhoR (47).

En el trabajo realizado por Zoltan Pragai ez al,
en 2001, evidenciaron que durante el estrés que
produce la limitacién de fosfato, bacterias como
Bacillus subtilis responden activando algunos ge-
nes como los del regulon PhO, permitiendo que
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la célula transporte y utilicé el fosfato de manera
mds eficiente, aumentando de esta manera la ac-
cesibilidad de las fuentes de fosfato alternativas.
Los genes del regulén PhO que son inducidos en
respuesta son el gen phoA y gen phoB, los cuales
codifican para fosfatasas alcalinas (48).

En el afno 2005, Nicholas E, E. Allenby ez 4/, desa-
rrollaron un estudio de Bacillus subtilis, informan-
do que este tipo de bacterias que se encuentran en
el suelo han evolucionado fisiolégicamente en res-
puesta al estrés ambiental, debido principalmente
a la limitacién de nutrientes esenciales como el fos-
fato. B. subtilis expresa la induccién de una varie-
dad de genes con diversas funciones, dichos genes
son sefialados como el estimulo de fosfato (PhO),
este incluye 2 regulones PhoP que proporcionan
respuesta especifica de fosfato cuando inicia el es-
trés adquiriendo fosfato del medio ambiente, y el
regulon SigB quien proporciona proteccién de los
componentes celulares como el ADN y las mem-
branas. Este contiene 100 genes, los cuales pres-
tan proteccién de los efectos dafinos del estrés,
ayudando a la célula a sobrevivir en condiciones
potencialmente nocivas. Mientras que el regulon
PhoP tiene 34 genes dentro de los cuales hay 5
genes monocistronicos como phoA y ykol (49).

En el ano siguiente 2006 Oliwia Makarewicz,
Sarah Dubrac, ez al, realizaron una investigacién
dirigida a la fitasa, en este estudio encontraron que
varias cepas de Bacillus spp secretaban dicha sus-
tancia; una enzima que cataliza la desfosforilacion
de myo-inositol (fitato), siendo esta la forma de al-
macenamiento del fosfato en las plantas, ademds
se evidencié que dicha enzima tiene capacidad
para hacer de este fitato f6sforo disponible, per-
mitiendo que esta actividad sea llevada a cabo por
las bacterias que se encuentran en la rizdsfera tales

como; Pseudomonas, Klebsiella y Bacillus spp.

Durante el estudio se identificé algunos genes res-
ponsables de esta actividad, el gen PhyC de Bacillus

amyloliguefaciens fue reconocido como un iniciador
Lyiotig
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durante el estrés ambiental en la ausencia de fosfato,
pero se demostrd que éste se inducia por el sistema
de regulacién PhoP / PhoR, siendo esencial para
iniciar la transcripcién del gen PhyC (50).

En otro estudio, realizado en el 2010 por Qing-
gang Guo et al, se identificaron mds de 35 sistemas
reguladores en B. subtilis, los cuales tienen como
funcién la adaptacién al estrés ambiental y la pro-
duccién de metabolitos secundarios, dichos siste-
mas de regulacién como PhoR / PhoP, correspon-
den a mecanismos por los cuales B. subtilis detecta
los estimulos y responde mediante la activacién de
genes especificos, dichos sistemas participan en
procesos como la producciéon de fosfodiesterasa.
Esta enzima se produce cuando el fosfato disponi-
ble es una limitacién para el crecimiento vegetal,
de tal forma que genes especificos como (PhoA,
PhoB) especificos en dicha funcién, son estimula-
dos y activan la recuperacién de fosfato inorgdnico
a partir de fuentes orgdnicas (51).

Consideraciones finales

La alteracién del equilibrio en el ecosistema del
suelo se debe a la actividad agricola realizada por
el hombre quien en busca de mejorar la produc-
tividad de los cultivos utiliza fertilizantes quimi-
cos que no solo tienen un impacto negativo en el
aspecto ambiental sino también en el econémico.
Optar por alternativas como los biofertilizantes
constituye un aprovechamiento de los microorga-
nismos como Bacillus sp, un género que se carac-
teriza por ser potencialmente solubilizador de fos-
fato. El uso de las técnicas de biologia molecular
permiten manipular genéticamente los microorga-
nismos, ofrece un campo de alternativas para optar
por medidas que pueden tener un impacto positivo
en el medio ambiente y estrechar atin m4s la rela-
cién simbidtica entre las bacterias y la planta. Sin
embargo es necesario obtener mayor conocimiento
sobre las caracteristicas especificas de las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal para lograr de-
finir las condiciones adecuadas para el desarrollo
optimo del proceso de solubilizacién del fosfato.

Considerando que el fésforo es un elemento in-
dispensable para el crecimiento vegetal, se ha
visto la necesidad de buscar alternativas que per-
mitan el uso eficiente de este nutriente median-
te bacterias que logren obtener los iones solubles
de fosfato para la planta. El género Bacillus sp
ha demostrado ser una excelente alternativa en
el proceso de solubilizacién de fosfato y por esto
es recomendable caracterizar su perfil genético,
para optimizar su desempenio como biofertilizan-
te. En ese orden de ideas, la agricultura limpia
con el uso de biofertilizantes a largo plazo va a
permitir recuperar los suelos que hayan sido ex-
plotados con malas pricticas agricolas, logrando
minimizar dafios al medio ambiente y a su vez re-
cuperar las propiedades y fertilidad de los suelos
y por ende la calidad de los cultivos.
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