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RESUMEN

Muestras de suelo de cultivos de uchuva provenientes de dos zonas productoras de Cundinamarca (Colom-
bia), se usaron para aislar microorganismos solubilizadores de fosfato. Se utiliz el medio SMRS1 para realizar
pruebas cualitativas de solubilizacién por la formacién de halos de aclaracién con roca fosférica. Se aislaron
cinco cepas con capacidad solubilizadora y posteriormente se seleccionaron segin sus indices de solubiliza-
cién (IS). Tres de las cinco presentaron mejor solubilizacién en el medio SMRS1, obteniéndose valores de IS
entre 2,4 y 3,0. Las cepas seleccionadas fueron identificadas por medio de kits API como Candida famata,
Aeromonas hydrophila y Rahnella aquatillis. Posteriormente se realizaron curvas de crecimiento para cada una
de estas cepas, evaludndose tres tratamientos: medio AG modificado, medio AG y medio BR utilizando como
controles el medio SMRS y SMRS1. La evaluacién de la actividad fosfatasa se realiz6 en dos fases, cada una
en condiciones diferentes, por el método de p-nitrofenilfosfato. Se obtuvo produccién de fosfatasas cidas.
Aunque en ambas fases la actividad fosfatasa de las cepas individuales fue detectada en muy bajas concentra-
ciones, se encontrd que su actividad se potencializaba al utilizar su indculo mixto. Al no presentarse antago-
nismo entre las cepas, podrian ser una opcién para el desarrollo de un futuro bioinoculante mixto apto para
suelos acidos. Ademaés se encontré que el medio BR puede ser una alternativa viable para el crecimiento de
microorganismos solubilizadores de fosfatos.
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ABSTRACT

Soil samples of cape gooseberry crops from two production areas of Cundinamarca (Colombia) were used to
isolate phosphate solubilizing microorganisms. The culture medium SMRS1 was used to perform qualitative
solubilization tests by identifying the formation of clear zones around the colonies with rock phosphate.
Five strains were isolated with a solubilizing capacity and subsequently three out of the five were selected
according to their solubilization index. The P-solubilization index of these isolates ranged from 2.4 to 3.0. The
selected strains were identified with API kits as Candida famata, Aeromonas hydrophila and Rahnella aquatilis.
Then, a growth curve was made for each, testing three different culture mediums considered as treatments:
modified AG medium, AG medium and quinoa BR medium; with SMRS and SMRS1 as the controls. The
evaluation of phosphatase activity was carried out in two phases, each under different conditions, with the
p-nitrophenylphosphate method. A production of acid phosphatases was observed. Although the phosphatase
activity of individual strains was detected at very low concentrations in both phases, we found that their
activity can be potentiated as a mixed inoculum. As no antagonism was present between strains, they could
be a suitable option for the future development of mixed bioinoculants for acid soils. The BR medium was
also found to potentially be a viable alternative for the growth of phosphate solubilizing microorganisms.

Additional key words: organic acids, biofertilizer, phosphatase.
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INTRODUCCION

El consumo de frutas exéticas se ha incremen-
tado en los dltimos afios mundialmente y Co-
lombia se ha convertido en el primer exportador
de uchuva (Physalis peruviana L.), en especial a
Europa (CCI, 2006).

Para la optimizacién de su cultivo se ha requerido
emplear sistemas quimicos de fertilizacién, pero
el interés de los consumidores por obtener pro-
ductos de alta calidad, que llenen sus expectati-
vas sin exceder costos y conservar integralmente
los recursos incluyendo el suelo, ha favorecido el
desarrollo de productos biolégicos que mejoren
la eficiencia de los fertilizantes quimicos como
mecanismo para favorecer la sostenibilidad de
los agroecosistemas (CCI, 2001; 2006). A pesar
que los fertilizantes quimicos han sido muy uti-
lizados para el mejoramiento de los cultivos, una
gran porcién del fosfato inorganico soluble es in-
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movilizado quimicamente convirtiéndose en no
disponible para plantas, por lo que con frecuen-
cia es necesario aplicar a los cultivos formas so-
lubles de fésforo. Ademas se ha estimado que la
proporcién de fésforo utilizado de los fertilizan-
tes por las plantas es solo de 5-25%, por lo cual
se requieren aplicaciones contindas de fertilizan-
te incrementando los costos y efectos adversos
sobre suelos y agua (Chen et al., 2006).

En los tltimos afos ha crecido el interés en usar
microorganismos con la habilidad de solubilizar
fosfatos minerales y orgénicos, a través de pro-
cesos que incluyen la acidificacién, quelacién
y reacciones de éxido-reduccién (Harris er al.,
2005). Esto ha llevado al uso de microorganis-
mos solubilizadores de fosfato como biofertili-
zantes eficientes para incrementar la nutricién
de fésforo en diferentes cultivos.
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Teniendo en cuenta que Colombia es el mayor
productor de uchuva del mundo, para este culti-
vo se quiere motivar el uso de microorganismos
como biofertilizantes alternos a los de sintesis
quimica utilizados actualmente.

El propésito de este trabajo fue aislar microor-
ganismos de suelos de cultivos de uchuva, selec-
cionar y caracterizar cepas de microorganismos
que presentaran la mayor actividad fosfato-so-
lubilizadora para posteriormente ser utilizadas
en proyectos futuros de biofertilizantes, con el
fin de minimizar la aplicacién de fertilizantes
quimicos a cultivos y contribuir reduciendo la
contaminacién ambiental.

MATERIALES Y METODOS

La fase de campo se llevé a cabo en cultivos de
uchuva para exportacion, en el departamento de
Cundinamarca: finca La Uvilla y finca Villa Sil-
vania, localizadas en el municipio de Silvania y
finca Las Margaritas en el municipio de Granada.
Se aplicé un patrén no sistemadtico de muestreo
irregular, en forma de X (Martinez et al., 2007) y
se muestrearon cinco puntos en cada finca, de la
rizésfera a una profundidad de 20 cm, determina-
da por las raices del cultivo (Martinez et al., 2007).

Caracteristicas del pH y analisis de fdsforo
total y disponible

El pH se midié por triplicado, tomando 25 g de
suelo y suspendiéndolo en 25 mL agua destilada
pH 7,0. Se agité durante 10 min, se dejé en re-
poso por 30 min y se le midié el pH con pHme-
tro siguiendo el método de pasta de saturacién
(Warnke, 1990). El anélisis de fésforo total se
realiz6 por medio de técnica colorimétrica se-
gun el procedimiento del método oficial 4500-P
D de la APHA, AWWA, WEE, y el anélisis de
fosforo disponible se realizé por el método de
Bray II.

Aislamiento de microorganismos solubilizado-
res de fosfato

Para aislar las cepas, se realizé una muestra com-
puesta de suelo por cada uno de los cinco puntos.
Se efectud un preenriquecimiento selectivo, para
lo cual, a 10 g de suelo de cada muestra com-
puesta se adicionaron a 90 mL de medio SMRS
(Sundara y Sinha, 1963) sin indicador y se llevé
en agitacién en shaker termostatado a 150 rpm y
35°C. Se realizaron diluciones seriadas en base
10 en tubos de agua peptonada al 0,1% (p/v),
se hicieron diluciones desde 10! hasta 108 y se
inoculé por duplicado en superficie en medio
SMRS1 (Sundara y Sinha, 1963) por el método
de microgota (Collins, 1989). Las cajas se incuba-
ron a 35°C durante 2 d para recuperacién de los
microorganismos.

Pruebas cualitativas de actividad solubilizadora
de fosfato

Inicialmente se realizaron aislamientos seguidos
por siembra en agotamiento en medio SRMS1, a
partir de las colonias que presentaron halos de
solubilizacién en la técnica de microgota, hasta
obtener colonias puras, las cuales se identifica-
ron por caracteristicas macroscépicas y micros-
copicas. Las cajas fueron incubadas a 35°C du-
rante 2 a 3 d.

Pruebas cualitativas de solubilizacion

Se inocularon tres viales de cada una de las ce-
pas aisladas y conservadas, en 47 mL de medio
SMRS1, en Erlenmeyer de 250 mL y se incuba-
ron en shaker termostatado durante 36 h a 35°C.
Se colocé un anillo de plastico de didmetro de 5
mm en una caja de Petri con medio SMRS1 y se
inocularon 50 uL de cada Erlenmeyer los cuales
presentaban una concentracién de microorga-
nismos en fase exponencial, cuya concentracién
se comprobé mediante recuento en microgota.
Como control negativo se inocul6 agua destilada
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estéril; posteriormente se realizé coloracién de
Gram, se incubaron durante 24 a 486 h a 35°C y
a continuacién se identificaron las colonias con
halos de solubilizacién. Esta prueba se realizé
por triplicado. El pardmetro que se tuvo en cuen-
ta para seleccionar las cepas con mayor capaci-
dad solubilizadora, fue el indice de solubilizacién
(IS) (suma didmetro de la colonia y el halo divi-
dido por el didmetro de la colonia).

Caracterizacion microscopica y bioquimica de
las cepas solubilizadoras de fosfato

Se realizé a partir de la coloracién de Gram iden-
tificando morfologia tipica y para su caracteriza-
cién bioquimica se emplearon kits Biomerieux®
API 20E para las bacterias oxidasa negativa y
API 20C AUX para la levadura.

Curva de crecimiento

La curva de crecimiento se realizé para cada una
de las cepas seleccionadas con el fin de determi-
nar la fase exponencial, usando un Erlenmeyer
de 500 mL manteniendo la relacién 1/5. Se eva-
luaron dos tratamientos, medio AG modificadoy
medio AG (Angulo et al., 2008) utilizando como
controles el medio SMRS y SMRS1. Se cuanti-
ficé la biomasa por medio de la técnica de mi-
crogota, en agar SMRS1 y se evalué la actividad
fosfatasa, por el método de paranitrofenol fosfa-
to, se evalué igualmente biomasa producida en
cada uno de los medios (medio AG modificado y
medio AG, medio SMRS y SMRS1) y actividad
fosfatasa expresada como UP (umol min™! L)

Evaluacion de la actividad fosfatasa

Fase I: para la determinacién de la actividad fos-
fatasa cuantitativa se tomaron 700 uL de cada
una de las muestras del cultivo en los diferentes
medios evaluados, las cuales se hicieron reac-
cionar con 900 uL de para-nitrofenil fosfato al
0,08% (v/v) durante una hora a 35°C, frenando
la reaccién con 1575 uL de NaOH 20 mmol L1
(Otélora et al, 2003). Las muestras se centrifu-
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garon a 5.000 rpm durante 10 min y se evalua-
ron en espectrofotémetro a 450 nm, utilizando
un blanco con las mismas condiciones de los
tratamientos y medios control, pero utilizan-
do medio estéril. Los resultados se expresaron
en p-nitrofenol (ug L), utilizando la ecuacién
hallada en la curva de calibracién. La actividad
enzimaética fue expresada en términos de unidad
fosfatasa, donde esta corresponde a la cantidad
de enzima que se requiere para liberar 1 umol de
p-nitrofenilfosfato por minuto y litro (Beltran et
al., 20095).

Fase II: se evaluaron nuevamente los medios AG,
AG modificado, SMRS y SMRS1, y se evalué un
nuevo medio, BR (Bobadilla et al,, 2008). Se utili-
z6 cultivo completo y una concentracién mayor
a la anterior de p-nitrofenilfosfato al 0,1% (p/v).
La fermentacién se llevé a cabo durante 20 h,
con muestreos cada 4 h en shaker termostatado a
35°C y 150 rpm, determinando actividad fosfa-
tasa (UP), biomasa (UFC mL!) y pH.

Prueba de antagonismo

Para esto se utiliz6 caldo SMRS1 crecido, de cada
una de las cepas evaluadas, se incubaron durante
el tiempo que cada una alcanzaba la fase expo-
nencial verificando su concentracién en medio
SMRS1 por microgota. Se sembré por duplicado
en forma masiva 0,1 mL del microorganismo y
se colocaron tres anillos de plastico de 5 mm de
didmetro, equidistantes sobre el agar, cada anillo
se inocul6 con 50 uL de microorganismo anta-
gonista y el otro con agua destilada estéril como
control negativo (Duran y Bustillo, 1996).

Curva de crecimiento del cultivo mixto

Para ello se preparé un preinéculo de cada una de
las cepas por separado, hasta alcanzar una con-
centracién apréximada de ocho unidades logarit-
micas, determindndolo por el método de micro-
gota; en un Erlenmeyer de 100 mL con medio
SMRS1 manteniendo las mismas condiciones de
las curvas anteriores. Posteriormente, 10 mL de
cada uno de los Erlenmeyer con cada cepa, se pa-
saron a un Erlenmeyer de 500 mL con cada uno
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de los medios a evaluar, se incubaron en shaker
termostatado a 35°C y 150 rpm por 22 h. Se eva-
luaron los mismos pardmetros de la fase I.

Analisis estadistico de los datos

Para la prueba de determinacién de actividad
fosfatasa, se aplicé el test de Chi-cuadrado para
cada uno de los medios y cepas evaluadas. Para
evaluar la produccién de biomasa por medio de
cultivo con las diferentes cepas, también se apli-
c6 el test de Chi-cuadrado y el test de Wilcoxon
/ Kruskal-Wallis (Rank Sums).

RESULTADOS Y DISCUSION

El pH de los suelos muestreados fue écido, pre-
sent6 valores de 4,08; 5,01 y 5,5 en las fincas La
Villa, Villa Silvania y Las Margaritas, respecti-
vamente; no obstante, los suelos mas recomen-
dados para el cultivo de la uchuva deben tener
un pH entre 5,5y 6,8 (Fischer y Almanza, 1993).
Los aislamientos de los microorganismos solubi-
lizadores de fésfato en las fincas muestreadas,
oscilaron entre 29 x 103y 36 x 10* UFC mL"!
(tabla 1). En cuanto a la finca Villa Silvania y
Las Margaritas, la poblacién de estos microor-
ganismos fueron similares a las obtenidas por
Caballero er al. (2006) en suelos 4cidos de los
Llanos Orientales. Estos mismos autores indican
que la supervivencia de estos microorganismos
a pH por debajo de 5,5 es maés dificil, no solo
por la condicién libre de H* que desplazan otros
iones, sino también porque solo pueden actuar
las fosfatasas acidas producidas por los microor-
ganismos, lo cual limita su crecimiento. De es-
tos aislamientos, se obtuvieron aislamientos que

presentaron caracteristicas morfolégicas y colo-
racién de Gram diferente, por lo cual se tomaron
cinco cepas.

La determinacién de la capacidad de solubilizacién
y la seleccién semicuantitativa de los microorga-
nismos con capacidad solubilizadora de fosfato, se
realizé basdndose por presencia de halos de solubi-
lizacién y en el indice de solubilizacién hallado en
medio sélido SMRS1. De este modo de las cinco
cepas aisladas y purificadas, se seleccionaron tres
cepas (3.Flp4; 5.F2p2 y 6.F3p2) que presentaron
un indice de solubilizacién (IS) mayor a 2,3 (tabla
3) considerado aceptable para un microorganismo
fosfato solubilizador segtin Otalora et al. (2003).
Sin embargo los IS de las diferentes cepas aisladas
no mostraron diferencias significativas entre sf.

Posteriormente las cepas seleccionadas fueron
identificadas como Candida famata, Aeromonas
hydrophila y Rahnella aquatilis.

Ninguna de las cepas aisladas ha sido anterior-
mente reportada como solubilizadoras de fosfa-
to, pero se conocen por diferentes aplicaciones
en el campo agronémico. Candida famata es una
levadura esporégena y criotolerante (en su forma
teleomorfa se conoce como Debaryomyces hanse-
nii). Algunas cepas de D. hansenii estdn en estu-
dio para su utilizacién para producir xilitol (Ish-
chuk et al.,, 2008). Normalmente crece en medios
de fuentes de carbono simples como glucosa
presentando colonias de color blanco a crema, de
textura cremosa, microscopicamente se obser-
va en forma ovoide como células de levadura o
blastoconidias. Se conoce que C. famata (F35) ha
sido aislada de hojas de una planta de breva del

Tabla 1.

Recuento de microorganismos.

Fincas muestreadas

Promedio de heterdtrofos cultivables

Promedio de microorganismos fosfato

de Cundinamarca (UFC mL") solubilizadores (UFC mL")
La Uvilla (Silvania) 47 x 107 29 x 10°
Villa Silvania (Silvania) 21 x 108 39 x 104
Las Margaritas (Granada) 32 x 108 36 x 10*
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de las cepas aisladas inicialmente.
a. SMRS1 (trifosfato).

Tabla 2. Aislamientos cepas con caracteristicas solubilizadoras de fosfato.
ificacion . . .
Codificacio Muestra Microscopica Macroscopica
2.F1p4 Finca No. 1, La Uvilla, punto 4 Levaduras Colonias grandes, cremosas,
blancas
3.F1p4 Finca No. 1, La Uvilla, punto 4 Levaduras Colon_las grandes, cremosas,
amarillo oscuro
5. F2p2 Finca No. 2, Villa Silvania, punto 2 Bacilos cortos Gram negativos quonlas grandes, cremosas,
brillantes, color beige
6. F3p2 Finca No. 3, Las Margaritas, punto 2 Bacilos cortos Gram negativos Egggis pequenas, cremosas,
7. F3p2 Finca No. 3, Las Margaritas, punto 2 Bacilos cortos Gram positivos Colon_|as pequenas, cremosas
amarillo claro
Tabla 3. indices solubilizacion de cada una

Cepa ‘ IS
2. Flp4 1,6
3.Fipd 2,6
5. F2p2 2,4
6. F3p2 3.0
7. F3p2 1,7

noroccidente de Sardinia (Italia) y se ha reporta-
do a nivel ambiental como un biocontrolador de
Penicillum digitatum (Arras, 1996).

Aeromonas hidrophila, bacilo Gram negativa, he-
terétrofa, anaerobia facultativa, crece entre 10
y 42°C, en pH de 4,5 a 9,0 (Lépez et al.,, 2006).
Se ha reportado que posee una proteoenzima
muy eficaz en comparacién con otras bacterias
del mismo género y es considerado un desconta-
minante efectivo de suelos y aguas subterraneas
contaminadas con organofosforados (Park et al.,
2003). A. hydrophila posee la capacidad de sulfa-
to-reduccién desasimilatoria y mecanismos de
resistencia como la thiopurina reductasa, arseni-
to reductasa y enzimas de degradacién del fosfo-
nato contra compuestos téxicos encontrados en
aguas contaminadas (Seshadri ez al., 2006).

Rahnella aquatilis, bacilo Gram negativo, psicro-

tréfico, con propiedades fenotipicas y metabdli-
cas, por las que ha sido estudiado como un posi-
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ble agente biocontrolador en diferentes plantas.
Bacteria epifitica que ha sido aislada de frutas
y hojas de arboles de manzanas, también estu-
diada por sus propiedades antagénicas contra
Penicillium expansum 'y Botrytis cinerea en manza-
nas rojas, aunque no produce antibidticos extra-
celulares. El habitat natural de R. aquatilis es el
agua, aunque también aislado de hojas de plan-
tas (Hashidoko et al., 2002), suelo y alimentos
(Calvo y Sanz, 2007). Considerado como un mi-
croorganismo innovador, por ser Gtil como agen-
te biocontrolador que produce sideréforos que, a
su vez, pueden ser una herramienta importan-
te para controlar los patégenos en poscosecha.
También tiene habilidad de fijar nitrégeno at-
mosférico y de solubilizar fosfato mineral (Kim
et al., 1997, 1998), capaz de producir agentes
quelantes los cuales serfan importantes en este
tipo de suelo dcido donde los metales tienden a
formar quelatos con los fosfatos.

En la produccién de biomasa de C. famata se en-
contraron diferencias significativas en los dife-
rentes medios de cultivo (P<0,027). La biomasa
en los medios SMRS y SMRS1 presenté una ma-
yor produccién por encima de la media general,
comparado con los medios AG modificado y AG,
como se esperaba, ya que los dos primeros son
medios controles utilizados usualmente para el
crecimiento de microorganismos fosfato solu-
bilizadores. Esto pudo haber ocurrido debido a
que la fuente de carbono de SMRS y SMRS1 es
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glucosa (mondémero asimilable facilmente) a di-
ferencia de los otros dos que presentan sacarosa
(disacérido). Respecto a la fuente de fésforo inor-
ganico no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en el crecimiento de C. fa-
mata, aunque SMRS y SMRS1 tengan diferente
fuente de fésforo inorgénico, igualmente entre
los medios AG modificado y AG.

Respecto a la curva de biomasa de A. hydrophila
no se encontraron diferencias significativas en-
tre la biomasa en los medios de cultivo evaluados
(P<0,167). Sin embargo, el medio SMRS1 pre-
senté un mayor crecimiento junto con el medio
SMRS, a diferencia de los medios AG modifica-
do y AG tampoco se evidenciaron diferencias
significativas en la biomasa de R. aquatilis en
los diferentes medios de cultivo (P<0,382). Sin
embargo, los medios de cultivo SMRS y SMRS1
presentaron una mayor biomasa por encima de
la media general a diferencia de los medios AG
modificado y AG.

La biomasa del inéculo mixto no presenté dife-
rencias significativas en los medios evaluados,
sin embargo se observé que en el medio SMRS1
y BR que contienen glucosa y sacarosa, respecti-
vamente, como fuente de carbono, roca fosférica
fuente de fésforo inorgénico, extracto de levadu-
ra fuente de fésforo orgénico y otras sales como
microelementos, ademés de quinua (solo el me-
dio BR), se obtuvo una mayor produccién de bio-
masa en comparacién a los medios SMRS, AG
modificado y AG. Siendo el medio BR el que pre-
sent6 el mejor crecimiento, lo cual pudo haberse
evidenciado a la quinua un sustrato que provee
otra fuente de carbono adicional a la sacarosa y
al mismo tiempo una gran fuente de nitrégeno,
contiene 10 de los aminoécidos esenciales y un
alto contenido de fésforo (408,3 mg por 100 g),
los cuales le permiten a los microorganismos te-
ner una tasa de crecimiento maés alta.

Los valores de la curva de pH individuales en
cada uno de los medios, no presentaron diferen-
cias estadisticamente significativas; sin embar-

go, los medios SMRS1 y BR presentaron valores
de pH menores a los otros medios. El medio BR,
en la evaluacién de las tres cepas aisladas, pre-
sento el menor pH ya que por el gran contenido
de nutrientes de la quinua, los microorganismos
pudieron haber llevado a cabo la fermentacién de
estos, donde los principales productos son acidos
grasos de cadena corta, succinico, aminovalérico
y H,, los cuales llevan a una mayor acidificacién
del medio; por tanto, el descenso de pH puede
estar relacionado con la fermentacién de los ami-
nodcidos presentes y por la composicién del me-
dio que indujo a un metabolismo mds activo de
estos microorganismos.

En el pH del cultivo mixto (figura 1), se evi-
denciaron diferencias significativas en el pH
de los diferentes medios de cultivo analizados
(P<0,020). Las diferencias se presentaron en-
tre Jos medios AG modificado y SMRS1; AG y
SMRST; y SMRS1 y SMRS. Los medios SMRS1
y BR presentaron un pH bajo respecto a la me-
dia general, mientras que los demds medios se
encontraron por encima de pH 6,5. Este pH bajo
obtenido puede estar ligado a la produccién de
acidos, lo cual se relaciona con uno de los meca-
nismos de solubilizacién de fosfato de las cepas
de bacterias solubilizadoras de fosfato que es la
produccién de dcidos organicos de bajo peso mo-
lecular (Kim et al., 1997; Delvasto et al., 2008).
Las tres cepas produjeron pH bajo en los medios
evaluados, producto de los dcidos organicos libe-
rados, lo cual también se corroboré con los indi-
ces de solubilizacién hallados.

Los microorganismos fueron también evaluados
para produccién de fosfatasas con el fin de de-
terminar si estos podfan aportar en la solubiliza-
cién de fésforo organico, contenido en la materia
organica del suelo, y comparar su produccién en
diferentes medios, ya que los compuestos de f6s-
foro organico constituyen de 4 a 90% del fésfo-
ro total en el suelo, de ahi la importancia de la
mineralizacién de fésforo orgénico en el suelo,
porque su resultado es la liberacién de fésforo
inorganico, el cual puede ser posteriormente dis-
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Figura 1. Comportamiento del pH del cultivo mixto en los medios de cultivo evaluados.
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Figura 2. Curva de crecimiento del cultivo

mixto en los medios de cultivo.

ponible para las plantas y microorganismos del
suelo (Johri et al., 1999).

En la evaluacién de la actividad fosfatasa fase I
en la cual se utilizaron las condiciones estanda-
rizadas por Otélora et al. (2003), durante 22 h se
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midi6 la actividad fosfatasa de cada una de las ce-
pas en los medios evaluados, no se encontré una
expresion significativa de la enzima en ninguno
de los medios por parte de los microorganismos.
Las curvas individuales se repitieron nuevamente
para evaluar la expresién de las fosfatasas con las
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mismas condiciones de la técnica del p-nitrofenil
fosfato anteriormente utilizadas, pero aumentan-
do la concentracién de p-nitrofenil a 0,1% (p/v) ya
que segtin Barrosoet al. (2006) con esta concentra-
cién se obtuvieron resultados éptimos. Ademas se
trabajé con cultivo completo, donde han sido ob-
tenidos mejores resultados en estudios anteriores
a diferencia cuando se ha utilizado extracto crudo
(Akcakaya et al, 2007). Se ajusté el pH del preiné-
culo ya que segtin Otalora et al. (2003) la técnica
del p-nitrofenilfosfato se invalidaba a valores de
pH menores a 5,0, por lo que se quiso descartar la
posibilidad de que no se pudieran identificar estas
enzimas debido a los bajos valores de pH obteni-
dos en las diferentes curvas realizadas.

Esta se denominé como la fase II. Aunque nue-
vamente no se detectaron fosfatasas en las cur-
vas realizadas a cada cepa individual, en las cur-
vas del cultivo mixto (figura 3) se evidenciaron
estas enzimas en medio SMRS y BR. En lineas
generales, las diferencias existentes con relacién
a la produccién de fosfatasas acidas y alcalinas
(extracelulares e intracelulares), estdn asociadas
no solo a los mecanismos de induccién y regu-
lacién enzimética (Joner y Johansen, 2000) o a
las demandas nutricionales y a la disponibilidad
de nutrientes (Dighton, 1991), sino también a las
diferentes combinaciones e interacciones de las
isoenzimas de las fosfatasas (Kroehler, 1988); es
decir, que estas diferencias pueden estar contro-
ladas poligenéticamente (Gémez, 2004).

Teniendo en cuenta que la produccién de fosfa-
tasas se puede ver inducida por cantidades limi-
tantes de fésforo inorgénico, otra razén del incre-
mento de la expresién de la enzima en el cultivo
mixto, pudo haber sido que la fuente de fosfato
inorganico (extracto de levadura), presente en los
dos medios en los cuales se obtuvo la mayor can-
tidad de UP posiblemente se asimilaron a una ve-
locidad mayor y asi mismo convirtiéndose este en
una limitante, activando la produccién de la enzi-
ma mas rapidamente. Este mecanismo es valido
para A. hydrophila y R. aquatilis por ser bacterias

y funcionar por medio de operones, pero no en
Eucariotas como C. famata. No se encontré infor-
macién disponible de esta levadura como fosfato
solubilizadora de fésforo organico.

Sin embargo, se encontré que el mecanismo de
transporte de fosfatos en las células eucariotas
ocurre por un mecanismo diferente al de bacte-
rias, en estudios anteriores han encontrado que
algunas células eucariotas presentan unas pro-
teinas denominadas DING. Las proteinas PstS
son los elementos de unién a los fosfatos presen-
tes en los mecanismos ABC para la asimilacién
de fosfatos en bacterias, y una de las clases de
estas proteinas son las DING, las cuales han sido
aisladas también de varias células eucariotas. La
funcién de unién a fosfatos de estas proteinas
sugiere un rol importante en la biomineraliza-
cién, han sido detectadas tanto intracelularmen-
te como extracelularmente, se conoce muy poco
sobre estas proteinas, ya que ha sido muy escaso
el estudio en cuanto a su estructura, funcién y
genética (Berna er al., 2008).

En este estudio, los sustratos que sirvieron como
inductores de la enzima de interés en todos los
medios evaluados fueron el extracto de levadura,
la levadura inactiva o quinua. El medio BR fue
donde se observé una mayor produccién de la
enzima fosfatasa (figura 4). Este medio contiene
alta cantidad de proteina y mayor proporcién de
fésforo orgénico gracias a la quinua, adicional al
extracto de levadura, Gnica fuente de fésforo or-
ganico presente en los otros medios.

Criquet et al. (2004) encontraron que la accién
de las fosfatasas dcidas, como las encontradas en
este estudio, se correlacion6 con la temperatu-
ra, aunque mds con humedad y concentracién
de proteinas presente en el medio. Por tanto,
la cuantificacién de la accién de las fosfatasas
puede ser un proceso complejo, al depender de
tantas variables para obtener los resultados mas
6ptimos en su actividad, y el medio BR fue el que
mejor las proporcioné para este tipo.
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Figura 4. Mayor actividad fosfatasa obtenida.

Al comparar la actividad fosfatasa en las fases
[ y II se obtuvieron resultados més altos en las
fases II, aunque no presentaron diferencias esta-
disticamente significativas. En el cultivo mixto
si se encontré una produccién de la enzima, lo
cual pudo haber sido resultado de los cambios
realizados en la fase II, una mayor concentracién
de p-nitrofenilfosfato 0,1% (p/v), cultivo comple-
to y ajuste inicial de pH, ya que al utilizar una
concentracién del p-nitrofenilfosfato la enzima
tenia una mayor cantidad de sustrato para actuar
y al haber utilizado cultivo completo no solo se
evaluaba la presencia de fosfatasas extracelulares
sino también las intracelulares. Algunas de las
fosfohidrolasas son secretadas al exterior de la
célula a la membrana plasmatica, donde estas son
liberadas en una forma soluble o retenida como
proteinas de unién de membrana (Rodriguez y
Fraga, 1999), lo cual no se podia evaluar en la fase
[, por ser extracto crudo.

Por razones econdémicas, la glucosa o sacarosa
puras rara vez son utilizadas como tnica fuente
de carbono, excepto en los procesos que exigen
un control exacto de la fermentacién y entre las

dos se prefiere utilizar la sacarosa, por ser mas
economica. Al igual que la fuente de fésforo or-
ganico, siendo roca fosférica mas econdémica que
trifosfato tricalcico; teniendo en cuenta estos
tres aspectos, se seleccioné el medio BR.

La cantidad de fésforo disponible indica la frac-
cién mas inmediata utilizada por la planta para
su respectivo desarrollo, por tanto, una variaciéon
en tal fraccién serfa la responsable en los cambios
de crecimiento de la planta. Existe otro factor que
puede incrementar la actividad de las fosfatasas,
este es, segn Portilla et al. (1998), la actividad de
la fosfatasa &cida es mas alta en la superficie de la
rafz de la planta cuando existe deficiencia de fésfo-
ro, en el caso de los suelos estudiados, dos de ellos
presentaron una deficiencia de fésforo disponible,
lo cual podria coincidir con una alta actividad de
las enzimas producidas por los microorganismos
aislados de estos suelos.

Aunque el uso de microorganismos como biofer-
tilizantes es una alternativa menos costosa y mas
favorable para el ambiente, la viabilidad y la acti-
vidad enzimatica de los microorganismos se pue-
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den ver altamente afectadas bajo condiciones de
estrés, como altas concentraciones de sales, pH y
temperatura ambientales (Johri et al, 1999). Sien-
do el pH de los cultivos de uchuva generalmente
acido, como se encontré en las muestras, podria no
ser favorable para el crecimiento y supervivencia
de muchos microorganismos solubilizadores de
fosfato conocidos, ya que muchos de los estudios
disponibles con este tipo de microorganismos se
han realizado en suelos alcalinos, existe poca in-
formacion disponible acerca de microorganismos
solubilizadores de fosfato en suelos acidos.

La tolerancia al estrés producido por un pH bajo
es un factor importante para la supervivencia
y crecimiento de los microorganismos solubili-
zadores de fosfato que se desean aplicar al sue-
lo 4cido; puede darse el caso que se aplique un
bioinoculante que ya se conoce, tiene buen efec-
to en la solubilizacién de fosfatos, pero es varia-
ble el efecto que se va a obtener en determina-
dos suelos. Por esta razén es importante que los
microorganismos solubilizadores de fosfato ais-
lados en este estudio hayan sido aislados de un
suelo con pH 4cido, asegurando una mejor adap-
tacién y viabilidad de estos microorganismos al
momento de utilizarlos como biofertilizantes en
suelos 4cidos.

Segln las pruebas realizadas, se obtuvo que las
fosfatasas producidas por los tres microorga-
nismos aislados, son fosfatasas acidas, su mejor
actividad es a valores bajos de pH como al que
se verfan expuestas en el suelo de este tipo de
cultivos.

Para la determinacién del fésforo en el suelo se
utiliza usualmente el método Bray II. La extrac-
cién se efectda en una mezcla de 0,003 N NH4F
y 0,1 NHCL. Para poder realizar una buena ex-
traccién del fésforo total en forma de ortofosfa-
tos, se realiza con una serie de oxidaciones que
pueden ser por via seca (calentando bastante
tiempo en una mufla) o por ataque de determi-
nados 4cidos (Drummond y Maher, 1994). La
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técnica para la cuantificacién de fésforo total
fue una combinacién de oxidaciones y calenta-
miento en muflas, se valoré con el método de va-
nadato-molibdato o una reaccién conocida como
de misson, especifica entre las especies de fésfo-
ro como ortofosfato, y es posible que se presen-
ten otras especies de fésforo por las condiciones
en las que se llevé a cabo la extraccién. Por otra
parte, si las especies favorables no se obtienen,
no se presenta la coloracién caracteristica de esta
técnica, posiblemente los compuestos formados
de fésforo no fueron estables y en estas condicio-
nes aunque se pudiera encontrar el fésforo no se
pudo detectar quizas porque no se formaron las
especies que se esperaban de fésforo.

Por tanto, es recomendable realizar otro tipo de
técnica, ya que por la colorimétrica, segin el
procedimiento del método oficial 4500-P, no se
logré extraer fésforo total de las muestras de sue-
lo; los resultados de cada suelo fueron de 3,2 mg
L1, pues este es el limite minimo de deteccién
(tabla 4), por lo cual, no se puede realizar una
comparacién entre fésforo total y fésforo dispo-
nible de las muestras de suelo analizadas.

CONCLUSIONES

Como resultado de esta investigacién se logra-
ron aislar tres cepas nativas de suelos 4cidos de
cultivos de uchuva con capacidad solubilizadora
de fosfato de suelos acidos. Se aislé una levadura
Candida famata y dos bacterias Aeromonas hydro-
phila y Rhanella aquatilis, las cuales al no haber
presentado actividad antagénica entre si, y ha-

Tabla 4. Resultado analisis de fasforo total
y disponible.
La Uvilla 16,6 3.2
Villa Silvania 76,6 3.2
Las Margaritas 16,1 3,2
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berse potencializando su actividad solubilizadora
de fésforo orgénico en inéculo mixto, ademds de
haber presentado pH muy bajos en las fermenta-
ciones por lo que podrian ser también solubiliza-
doras de fésforo inorganico, pueden ser una muy

buena opcién para un futuro desarrollo de un
bioinoculante mixto. Ademas se encontrd que el
medio innovador BR, puede ser una opcién mejor
costo-efectiva para el crecimiento de microorga-
nismos, fosfato-solubilizadores.
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