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RESUMEN

El fésforo es un elemento principal para el desarrollo de las plantas, no obstante, su presencia en el
suelo es reducida y puede agotarse debido a diversos procesos naturales como la erosion, la
lixiviacion y la fijaciéon. Este estudio se enfoco en reactivar 67 cepas bacterianas que forman parte
de la micoteca Ruth Moore, ubicada en el centro de Investigacion, Innovacion y Transferencia de
Tecnologia (CIITT). El objetivo principal fue identificar cepas bacterianas capaces de solubilizar el
fésforo, utilizando el medio de cultivo especifico conocido como NBRIP (Medio de fosfatos del
National Botanic Research Institute). Los resultados obtenidos a través de los halos formados por
estas cepas bacterianas permitieron identificar un total de 40 especies con la capacidad de
solubilizar el fésforo. Al realizar una revisién bibliografica, se lograron clasificar estas especies en
diferentes categorias: se encontraron 9 especies previamente catalogadas por quien y nombres
como solubilizadoras de fosforo, 19 especies catalogadas como patégenas, 3 especies reportadas
como no solubilizadoras de fdsforo, sin embargo, son utilizadas en diferentes procesos de
biorremediacion y 9 especies que carecian de informacion sobre su habilidad para disolver el
fésforo. De manera destacada, a través de esta revision bibliografica, se confirmé que la especie
Pseudomonas fluorescens se distingue como la mas efectiva y ampliamente empleada en la

creacion de bioinsumos.

Palabras clave: Solubilizacién del fosforo, técnicas de laboratorio, NBRIP (Medio de fosfatos del
National Botanic Research Institute), foésforo.



ABSTRACT

Phosphorus is a fundamental element for plant development; however, its presence in the solil is
limited and can be depleted due to various natural processes such as erosion, leaching, and fixation.
This study focused on reactivating 67 bacterial strains from the Ruth Moore mycotheque at the
Center for Research, Innovation, and Technology Transfer (CITT by its Spanish acronym). The main
objective was to identify bacterial strains capable of solubilizing phosphorus using the specific culture
medium known as NBRIP (National Botanic Research Institute’s phosphate growth medium). The
results obtained through the halos formed by these bacterial strains allowed the identification of 40
species with the ability to solubilize phosphorus. A literature review was conducted to categorize
these species into different groups: 9 species were previously identified by name as phosphorus
solubilizers, 19 species were categorized as pathogenic, and three species were reported as non-
solubilizers of phosphorus. However, they are used in various bioremediation processes and nine
species lacked information regarding their ability to dissolve phosphorus. Notably, this literature
review confirmed that Pseudomonas fluorescens stands out as the most effective and widely used

in the production of bio inputs.

Keywords: phosphorus solubilization, laboratory techniques, NBRIP (National Botanic Research

Institute’s phosphate growth medium), phosphorus
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CAPITULO |

1 INTRODUCCION

El aumento del nivel de fosforo en el suelo es un problema que se refiere a la minimizacion
de fosforo utilizable para las plantas y cultivos (Echeverri, 2018). Se puede decir que es un nutriente
fundamental para las plantas, también es un componente clave de los fertilizantes. Sin embargo, el
fésforo es un recurso agotable y su disponibilidad en el suelo puede verse comprometida debido a
procesos naturales como: la erosion, la lixiviacion y la fijacion. La fijacion del fésforo en el suelo es
otro problema comun, ya que puede combinarse con otros elementos y formar compuestos que no
pueden ser asimilados por la flora, lo que reduce su disponibilidad. Esto puede ocurrir cuando el
fésforo se combina con elementos como: el calcio, el hierro o el aluminio, lo que provoca su

disponibilidad para las plantas (Fernandez et al., 2005).

La congregacion de fdsforo por el uso excesivo de pesticidas puede tener varias
consecuencias negativas en la condicion del suelo y el bienestar del ecosistema (Constanza et al.,
2014). Los pesticidas que contienen fosforo, pueden descomponerse en el suelo y liberarse en
grandes cantidades. El fésforo puede aumentar la acidez del suelo, lo que puede disminuir la
disposicion de nutrientes para las plantas y microorganismos benéficos. Ademas, pueden ser
absorbidos por las plantas bajo la forma de fosfatos solubles inorganicos, que incluyen iones
monobasicos (Hz2 PO4 -1) y dibasicos (HPO. -2) lo que puede llevar a una acumulacion de fosfatos
en hojas y frutos, lo que simboliza un peligro para las personas y la seguridad alimentaria (Beltran,
2014).

La biorremediacién, una estrategia basada en microorganismos, se ha convertido en una
alternativa valiosa para abordar problemas ambientales relacionados con la acumulacion de fésforo
en el suelo. Esta técnica utiliza bacterias solubilizadoras de fosforo que pueden liberar el fésforo del
suelo, quedando nuevamente disponible para las plantas. Estas bacterias desempefian un papel
esencial en la restauracion de areas degradadas y la mejora de la calidad del suelo (Environmental
& Agency, 2018).

Cabe considerar, por otra parte, que la acumulacion de fosforo puede promover la
eutrofizacion de los cuerpos de agua cercanos. Cuando estos se lavan del suelo por la lluvia o el
riego, pueden llegar a los rios, lagos y océanos y causar una proliferacion excesiva de algas y otras

plantas acuaticas. Esto puede disminuir la calidad del agua y afectar la vida marina (Beltran, 2014).

Con estos antecedentes los estudios sobre bacterias solubilizadoras de fosforo se han
realizado desde la década de 1930, y se han utilizado con el fin de enriquecer el suelo y el

incremento en el progreso de los cultivos. Los primeros estudios se centraron en la identificacion y

-1-



caracterizacion de las bacterias que liberan fosforo y se encontré que pertenecian a una amplia
variedad de géneros bacterianos, incluyendo Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium (Munera & Meza,
2012).

En la década de 1970 se descubrid algunas bacterias solubilizadoras de fdsforo lo que las
convierte en bacterias beneficiosas para la agricultura. Desde entonces, se han realizado multiples
investigaciones sobre la interaccion de estas bacterias solubilizadoras de fosforo que pueden
potenciar la atraccion de nutrientes por las plantas, mejorar la tolerancia a la sequia y elevar la

calidad del suelo (Barrios et al., 2010).

En la actualidad las bacterias solubilizadoras de fosforo se utilizan en muchos programas de
manejo de suelos y se han desarrollado productos comerciales que contienen estas bacterias para
su uso en la agricultura y la horticultura. En otro estudio publicado en 2017 Se analizé la aptitud de
bacterias aisladas de suelos de la provincia de Pichincha para solubilizar fésforo, en la regién andina
del Ecuador. Los resultados mostraron que todas la cepas bacterianas aisladas presentaban
capacidad para solubilizar fésforo inorganico, y que algunas de ellas también eran capaces de

producir sideréforos para las plantas (Pincay et al., 2017).

En general, los estudios sobre bacterias solubilizadoras de fosforo en el Ecuador son
limitados, pero los resultados indican que existen cepas bacterianas en suelos agricolas de
diferentes regiones del pais con capacidad para solubilizar fésforo inorganico y generar sustancias

que pueden favorecer el desarrollo de las plantas.

Esta investigacion se origina debido a la carencia de informaciébn acerca de los
microorganismos y su papel en la remediacion ambiental, en particular, las bacterias solubilizadoras
de fésforo inorgénico, que poseen la habilidad de liberar el fésforo del suelo. El objetivo de este
estudio es identificar las cepas bacterianas solubilizadoras de fésforo entre un total de 67 cepas que
serén reactivadas a través de técnicas bioquimicas. Estas cepas bacterianas fueron previamente
aisladas de diferentes medios y forman parte de la Micoteca para la supervivencia de la
biodiversidad Ruth Moore del centro de investigacion, innovacion y transferencia de tecnologia
(CHTT). De este modo se busca contribuir al conocimiento sobre estos microorganismos y su

capacidad para restaurar zonas degradadas.

En el marco de este estudio se llevé a cabo la reactivacion de las 67cepas bacterianas con el
fin de evaluar su capacidad como solubilizadoras de fosforo. Para ello, se utilizaron medios de cultivo
especificos disefiados para evaluar su capacidad de solubilizacién y se realiz6 una descripcion
detallada de su morfologia. Ademas, se evalué el potencial de estas cepas como hioinsumos para
promover el desarrollo de las plantas. De esta manera, se espera contribuir al conocimiento sobre

estos microorganismos y su capacidad para regenerar zonas degradadas.



1.1 Objetivos

1.1.1  Objetivo general

o lIdentificar las cepas bacterianas que intervienen en la solubilizacién del fosforo como base

para procesos de biorremediacion.

1.1.2 Objetivos especificos

o Describir morfolégicamente las cepas bacterianas reactivadas que forman parte de la

Micoteca para la conservacién de la Biodiversidad Ruth Moore del CIITT.

o Verificar que especies bacterianas son las que solubilizan el fésforo organico a fosfatos
mediante el empleo de medios de cultivo especificos.

o Verificar cuales de las especies bacterianas que solubilizan el fésforo cumplen con los

requisitos como base para la elaboraciéon de un bioinsumo, mediante revision bibliografica



CAPITULO Il

2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas son grupos de bacterias que comparten caracteristicas biolégicas
similares y pertenecen a la misma especie (Acufia et al., 2010). Estas cepas pueden tener
diferencias en su capacidad para causar enfermedades, fijar fésforo, descomponer hidrocarburos o
promover el crecimiento de las plantas. La variacién genética entre las cepas bacterianas puede
afectar su capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales y realizar funciones
especificas. Las cepas bacterianas son poblaciones de microorganismos de una sola especie que

se originan de una Unica célula (Neira et al., 2020).

2.2 Solubilizacién del féosforo

Los microorganismos cumplen una funcién esencial en la transformacién de fésforo
inorganico en formas asimilables para las plantas. Esta transformacion es facilitada principalmente
por medio de la generacién de acidos organicos como el acido nitrico y el acido sulfdrico. Hay dos
formas principales en las que ocurre esta solubilizacion: una es a través de la gestion directa de los
acidos organicos generados por las bacterias, y la otra implica la formaciéon de complejos entre los

elementos responsables de la insolubilizacién del fésforo (Teresa et al., 2019).

Un proceso adicional de solubilizacién se da en el momento en que los microorganismos
incorporan fésforo insoluble en sus células, lo que resulta en la acumulacién interna de estos
compuestos; luego, estos microorganismos liberan el fésforo en formas solubles de manera
posterior. La solubilizacién en el suelo se ve favorecida por ciertas condiciones, como un pH bajo,
niveles bajos de calcio y una alta concentraciéon de materia organica. El grado de fésforo presente

en el suelo influye en la eficacia de este mecanismo de solubilizacion (Rincén & Bobadilla, 2008).

Cas(PO4)2 + 2 HNOs ___,, 2CaHPO4+ Ca (NOs)2
Fosfato tricalcico Acido Nitrico Fosfato dicalcico Nitrato de calcio

Figura 1. Disolucién de compuestos inorganicos de fésforo mediante la generacion de acidos organicos

Fuente:(Alexander, 1987).

2.3 Biorremediacion

La biorremediacion es un procedimiento que emplea microorganismaos, plantas o enzimas con
el fin de descomponer o eliminar contaminantes del entorno. Los contaminantes que pueden ser
productos quimicos toxicos, petréleo y otros hidrocarburos, metales pesados, compuestos organicos
volatiles y muchos otros. Los microorganismos utilizados en la biorremediacion son seleccionados



por su capacidad para degradar los contaminantes especificos que se encuentran en el medio
ambiente. Estos microorganismos pueden ser bacterias, hongos u otros organismos que utilizan los

contaminantes como recurso de alimento y energia (Environmental & Agency, 2018).

La biorremediacion es un método que utiliza microorganismos, plantas o enzimas para
degradar o eliminar contaminantes del medio ambiente, y se ha utilizado con éxito para limpiar
suelos contaminados, aguas subterraneas, rios, lagos y otros ambientes contaminados. La
biorremediacion puede ser una alternativa mas efectiva y menos costosa que los métodos de
remediacion convencionales, como la excavacién y eliminacion de tierra contaminada. Sin embargo,
la biorremediacion también tiene limitaciones, como la dificultad para controlar y predecir la conducta
de los microorganismos en el medio ambiente, la necesidad de condiciones ambientales especificas

y la necesidad de un control constante del proceso de biorremediacion (Madigan et al., 2015).

2.3.1 Biorremediacién del fosforo

La biorremediacién del fosforo es un proceso que utiliza microorganismos para degradar o
eliminar los excesos de este elemento quimico del medio ambiente. Una técnica comun en la
biorremediacion del fésforo es la utilizacién de bacterias que pueden disolver el fésforo inorganico
existente en el suelo y sedimentos acudticos, transforméandolo de una forma asimilable por las
plantas. Otra técnica es la utilizacion de microorganismos que pueden degradar compuestos
orgénicos que contienen fésforo, como el fosfato de arilo, que se encuentra en algunos plaguicidas
y otros productos quimicos. La biorremediacion del fosforo puede ser una alternativa efectiva y
econdmica para la eliminacion de este elemento quimico en el medio ambiente. Es importante tener
en cuenta que cada situacion de contaminacion requiere un enfoque especifico y cuidadoso para
garantizar la efectividad y seguridad del proceso de biorremediacion (Hernandez et al., 2017;
Madigan et al., 2015).

2.4 Suelo

Es el material suelto presente en la superficie terrestre, resultado de complejas interacciones
entre factores geologicos, topograficos, climaticos y la influencia de organismos vivos. Constituye
una capa separada de la roca madre subyacente y se divide en dos categorias principales: suelos
minerales, formados por la erosion de rocas y materiales inorganicos, y suelo organico, originado a
partir de la sedimentacién en areas himedas. Por ello se puede mencionar que son una combinacion
de ambos tipos, aunque los suelos minerales prevalecen en la mayoria de los entornos terrestres
debido a que los suelos organicos almacenan carbono, también desempefia un papel importante en
el soporte de las plantas y la provisién de nutrientes necesarios para su crecimiento, lo que lo
convierte en una estructura fundamental para la vida en la Tierra (Madigan et al., 2015).

2.4.1 Contaminacion del suelo

La polucion constituye una cuestion inquietante que incide en la calidad de la tierra y el bienestar
humano. Segun Amjad et al. (2017), se trata de una problema global que tiene un notable efecto en

la seguridad alimentaria, el bienestar humano y la diversidad biolégica. Ademas, Yang et al.(2014),



resaltan que la contaminacién del suelo a causa de metales pesados personifica una escalona
inminencia para la salud de los humanos y el entorno. En términos generales, la polucion del suelo
es un problema ambiental que demanda medidas preventivas y correctivas eficaces para minimizar

su impacto negativo en el ecosistema y la resistencia de la poblacion.

2.4.2 Suelos contaminados con fosforo

El exceso de aplicacién de fertilizantes con fésforo en suelos agricolas y areas de produccion
ganadera intensiva puede provocar su contaminacién. El fésforo puede infiltrarse en aguas
subterraneas o ser arrastrado por la escorrentia hacia cuerpos de agua superficiales, lo que causa
eutrofizacion y altas concentraciones de fosforo. Estas condiciones pueden desencadenar
problemas ambientales y de salud publica. Ademas, estos fertilizantes contienen diversos metales
pesados como: arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), mercurio (Hg), plomo (Pb) y zinc (Zn), que
tienen la capacidad de desintegrar la materia organica y ejercen un impacto sobre la composicion y
las funciones de la comunidad microbiana, asi como sobre los niveles de acidez y salinidad del

mismo (Rodriguez et al., 2019).

2.4.3 Biorremediacién del fosforo

La biorremediacion del fésforo es un proceso que utiliza microorganismos para degradar o
eliminar los excesos de este elemento quimico del medio ambiente. Una técnica comdn en la
biorremediacion del fésforo es la utilizacién de bacterias que pueden disolver el fésforo inorganico
existente en el suelo y sedimentos acuéticos, transformandolo de una forma asimilable por las
plantas. Otra técnica es la utilizacion de microorganismos que pueden degradar compuestos
orgénicos que contienen fésforo, como el fosfato de arilo, que se encuentra en algunos plaguicidas
y otros productos quimicos. La biorremediacion del fésforo puede ser una alternativa efectiva y
econdmica para la eliminacion de este elemento quimico en el medio ambiente. Es importante tener
en cuenta que cada situacion de contaminacion requiere un enfoque especifico y cuidadoso para
garantizar la efectividad y seguridad del proceso de biorremediacion (Hernandez-Ruiz et al., 2017,
Madigan et al., 2015).

2.4.4 Las propiedades del suelo como héabitat microbiano

Los elementos limitantes en los suelos son el fosforo y el nitrégeno, que son componentes
esenciales. La actividad microbiana en el suelo esté influida por la disponibilidad de agua, lo cual
aumenta el incremento de los microbios. La cuantia de agua en el suelo varia de acuerdo a su
composicién, las precipitaciones, el drenaje y la cobertura vegetal. El agua se retiene en el suelo de
dos maneras: al adherirse a las superficies 0 como agua libre en delgadas capas entre las particulas
del suelo. La humedad presente en los suelos contiene materiales disueltos y se conoce como
solucién edafica. En suelos bien drenados, el aire penetra con facilidad y la concentracién de
oxigeno en la solucion edafica puede ser elevada. Estos suelos experimentan cambios en su
actividad biolégica y se tornan inadecuados para los ecosistemas de agua dulce cuando se vuelven

anoxicos (Madigan et al., 2015).



2.45 Mecanismo de solubilizacion de fésforo en el suelo

La asimilacion del fosforo en el suelo se logra mediante &cidos organicos de bajo peso
molecular, como el butirico, oxalico, y otros. Estos provienen de fuentes como el fosfato di calcico y
diversas rocas fosfdricas. Estos acidos aumentan la acidez del suelo, facilitando la absorcién de
fésforo por las plantas. Ademads, al tener carga negativa, pueden formar complejos con iones
metalicos como Ca?*, Mg?*, Fe3* y AB*, comunmente ligados al fésforo insoluble, convirtiéndolo en
una forma soluble para las plantas. Las bacterias descomponen el fosfato tricalcico, liberando
fésforo mediante la via metabdlica de la glucosa. Estos procesos son cruciales para la nutricion de

las plantas en el suelo (Constanza et al., 2014).

2.5 Fésforo como elemento quimico

El fésforo es esencial para la vida y se encuentra en forma de fosfatos en la naturaleza. Es
crucial para el ADN y el ARN. También es muy reactivo y se utiliza en la industria para hacer
fertilizantes, detergentes, acido fosférico y mas. Sin embargo, su exceso en el medio ambiente
puede ser dafino, por lo que debemos controlar su uso y evitar liberarlo en grandes cantidades
(Munera & Meza, 2012).

2.5.1 Ciclo del fésforo

El fésforo se encuentra en la naturaleza en forma organica e inorganica, como rocas con fosfatos
disueltos en agua dulce y salada, acidos nucleicos y fosfolipidos en organismos vivos. El ciclo del
fésforo implica su reciclaje a través de organismos vivos, agua, suelo y la corteza terrestre. En los
ambientes de agua dulce, el fésforo suele ser el factor limitante para la fotosintesis y se libera a
través de la meteorizacion de rocas. En el mar, una fraccion del fésforo disuelto se encuentra en
forma organica, como ésteres de fosfatos y fosfonatos. Algunos organismos pueden tener
limitaciones de fésforo si no pueden degradar fosfonatos debido a la falta de enzimas adecuadas.
Ademas, la degradacion de metil fosfonato por ciertos microorganismos marinos puede explicar la
presencia de altas concentraciones de metano en aguas de superficie oxigenadas en el mar. En
resumen, el ciclo del fésforo implica su presencia en diferentes formas en la naturaleza y su reciclaje

a través de los ecosistemas, siendo esencial para la vida y la fotosintesis (Madigan et al., 2015).

En la figura 1 se representa de manera visual el proceso del ciclo del fésforo.
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Figura 2. Ciclo del fésforo

Fuente: (Portal académico CCH, 2022)

2.5.2 Tipos de fosforo presente en el suelo

Estan diversos tipos de foésforo por lo tanto se consiguen categorizar como fosforo inorganico y
organico. La comercializacion de las distintas convenciones de fosforo en el suelo esta condicionada
por multiples variables, que incluye la clase de suelo, nivel de pH, vegetacion, actividad microbiana
y la aplicacién de fertilizantes (Echeverri, 2018).

2.5.2.1 Fésforo inorganico

El fésforo inorganico se encuentra como: apatitas, hidroxiapatitas y oxiapatitas. Estas
convenciones de fosforo no son directamente utilizables por las plantas, ya que son insolubles y su
solubilizacién es extremadamente lenta. Sin embargo, algunas bacterias tienen la capacidad de
solubilizar el fésforo inorganico mediante la elaboraciéon de acidos organicos, como: el acido
gluconico, que libera fosfatos y cationes al suelo en formas considerables como nutritivas por las
plantas (Constanza et al., 2014).

2.5.2.2 Foésforo orgéanico

Se encuentra en residuos de plantas y animales, es descompuesto por microorganismos que
viven en el suelo. Estos microorganismos hidrolizan el fésforo organico a través de enzimas,

liberando fésforo que luego puede ser asimilado por las plantas (Constanza et al., 2014).



2.6 Microorganismos solubilizadores de fosforo

Los microorganismos solubilizadores de fosforo (MSF) fomentan el desarrollo de las plantas
y tienen la capacidad de liberar fosforo inorganico, lo que permite su asimilacién por las raices de
las plantas. Los MSF se hallan de manera general en el suelo, pero se concentran especialmente
en la rizosfera, donde se hallan cepas tanto aerdbicas como anaerdbicas. Las bacterias son los
microorganismos predominantes en la solubilizacién de fosforo mineral en los suelos. Ademas, los
MSF pueden exhibir actividades que benefician el desarrollo de las plantas, como la produccién de
acido indolacético, acido giberélico, citoquininas, etileno, acido cianhidrico, la capacidad de fijar
nitrégeno y la resistencia de patdgenos del suelo. Estas caracteristicas son esenciales para que un

microorganismo sea empleado en un bioinsumo eficaz (Beltran, 2014).

2.6.1 Géneros de microorganismos solubilizadores de Fosforo

La Tabla 1 proporciona informacion sobre los géneros de bacterias que poseen la capacidad

de solubilizar el fésforo.

Tabla 1 Lista de géneros de microorganismos solubilizadores de fosforo

Géneros Descripcién

Es un bacilo gramnegativo que pertenece a la
familia Pseudomonadaceae. Esta bacteria no
fermenta glucosa, es catalasa positiva, tiene
flagelos polares, no forma esporas. El género

comprende numerosas especies, €OmMo
Pseudomonas

aeruginosa, P. fluorescens y P. putida, y algunos
pueden vivir a bajas temperaturas o producir
pigmentos como la piocianina, la fluoresceina y la
piorrubina. Ademas, es comdn que tengan

plasmidos (Pinzén, 2019).

Se encuentra comiUnmente en la naturaleza y
tienen la capacidad de adaptarse a diferentes
ambientes. Estas bacterias se encuentran en el
intestino humano y animal, en el agua, y suelo, son
bacilos gramnegativos, con capacidad de
Enterobacter movimiento gracias a sus flagelos, no forman
esporas, son aerobios facultativos, fermentan la
glucosa y son oxidasa positivos. Ademas, estas
bacterias son poco exigentes en términos
nutricionales y pueden variar genéticamente

(Navarra, 2019).

Es una bacteria Gram negativa, esta encapsulada,
no tiene movimiento propio, es capaz de fermentar

Klebsiella

la lactosa y se adapta a ambientes con y sin

oxigeno. Esta bacteria se encuentra de manera
habitual en la boca, piel, agua y el suelo (Tartara &

Gram, 2013).




Estas bacterias se hallan comdnmente en
ambientes acuaticos como el agua dulce y salada,

Flavobacterium asi como también en plantas procesadoras y
alimentos. Ademas, son una especie comensal en
animales acuaticos (Ingenio, 2009).

2.6.2 Produccion de &cidos organicos

Los suelos agricolas suelen contener acidos organicos de forma natural. Aunque su funcion
en el suelo aun no ha sido completamente establecida, existen multiples pruebas que sugieren que
impactan en el desarrollo de las plantas. Ciertos acidos organicos tienen la capacidad de aumentar
la cantidad de nutrientes insolubles, especialmente el fésforo, para las plantas. Los microorganismos
ubicados en la zona cercana a las raices de las plantas, conocida como la rizosfera, son
responsables de la sintesis de estos acidos de bajo peso molecular. Por lo general, la concentracion
de estos acidos en la solucion del suelo es baja, normalmente oscilando entre 1 y 50 mm. Sin
embargo, ha habido limitada investigacién acerca de la produccion de acidos organicos por parte de

los microorganismos beneficiosos para el crecimiento de las plantas (Paredes & Espinosa, 2009).

La Tabla 2 muestra diversos tipos de &cidos organicos que desempefian un papel en el
procedimiento de solubilizacion del fésforo. Se ha registrado que el acido glucénico es uno de los
importantes agentes implicados en la solubilizacion de fdsforo, principalmente producido por
Pseudomonas sp.

Tabla 2. Principales acidos organicos generados por microorganismos que solubilizan el fésforo

Acidos producidos por microorganismos solubilizadores de fosforo

Glucénico Citrico Lactico Acético
2-cetogluconico Butirico Succinico Gliconio
Oxdlico Maldnico Mélico Fumarico
Adipico Formico

Fuente: (Beltran, 2014).
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2.7 Cultivo de microorganismos en el laboratorio

El cultivo de microorganismos es el proceso de crecimiento de microorganismos en un medio
nutritivo sélido o liquido, implica proporcionarles un ambiente adecuado para que puedan
multiplicarse, requieren elementos quimicos para su desarrollo. Es fundamental que estos nutrientes
estén en una forma que sea accesible para los microorganismos. Asimismo, los microorganismos
necesitan energia celular que utilizan para esquematizar macromoléculas y mantener gradientes
guimicos a través de sus membranas. Es fundamental controlar diversos factores durante su
desarrollo, como los nutrientes, pH, temperatura, aireaciéon y concentracion de sales (Carroll et al.,
2023).

2.8 Bioinsumos

Un bioinsumo es un beneficio que contiene compuestos de microorganismos o plantas, que
tienen el contenido de mejorar la calidad y/o salud de los cultivos vegetales sin causar efectos
negativos en suelo. En la produccién se emplean varias técnicas que nacen del estudio y
determinacion de las diversas interacciones entre las plantas y su entorno. Estos insumos
biol6gicospueden ser aplicados en la produccidon acuética o en bosques destinados a la

plantacién, con el finde favorecer positivamente el crecimiento (Filippone, 2018).

2.8.1 Bioinsumos solubilizadores de fésforo

Los bioinsumos solubilizadores de fésforo son productos biolégicos que contienen microorganismos
capaces de solubilizar el fosforo presente en los suelos, lo que permite que este elemento sea
asimilado por las plantas de manera mas efectiva. Estos bioinsumos son una alternativa a los
fertilizantes quimicos tradicionales, ya que reducen la necesidad de aplicar grandes cantidades de
fasforo y otros nutrientes a los suelos, lo que a su vez disminuye el impacto ambiental y los costos
de produccién. Los microorganismos utilizados en los bioinsumos incluyen bacterias, hongos y
actinomicetos con la habilidad de asimilar fésforo inorganico y transformarlos en una forma
asimilable por las plantas. Estos bioinsumos se aplican al suelo en forma de solucion liquida, polvo
o granulos, y se utilizan en cultivos agricolas, jardines y viveros. Ademas de solubilizar el fésforo,
producen hormonas de crecimiento vegetal, esto contribuye a mejorar la salud, fertilidad del suelo y
aumentar la eficiencia de los cultivos, ya que aumentan la dinamica de los microorganismos en el
suelo (Lagler, 2017).

2.9 Técnicas microbiolégicas

Existen varias técnicas microbiolégicas utilizadas para el estudio y analisis de microorganismos.

Algunas de las mas comunes son el cultivo microbiano, la tincion de Gram y la microscopia.

2.9.1 El cultivo microbiano

El cultivo microbiano permite que microorganismos se reproduzcan en un ambiente adecuado.
Durante la reproduccion, los microorganismos generan copias de si mismos y necesitan nutrientes

gue deben suministrarse de manera que puedan ser utilizados en su metabolismo. Ademas, los
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microorganismos necesitan energia metabdlica para crear moléculas grandes y mantener
gradientes quimicos. Es importante controlar varios factores durante la reproduccion y desarrollo de
las bacterias, como: la disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura, oxigenacién, concentracion de

sales y la fuerza ionica del entorno (Carroll et al., 2023).

2.9.2 Tincién de Gram

La tincién de gram diferencia a las bacterias en dos grupos. Las bacterias Gram positivas
son las bacterias que retienen la tincion de color azul-violeta, y las bacterias Gram negativas las que
se decoloran y se tifien con safranina. Esta diferencia de tinciones se debe a la estructura de las
paredes celulares de las bacterias. Las bacterias Gram positivas tienen una pared gruesa
compuesta por peptidoglucano y polimeros esto hace que las bacterias resistan la decoloracién, por
otra parte, las bacterias gram negativas tienen una capa delgada de peptidoglucano mas una doble
capa de lipoproteinas que se puede deshacer con la decoloracion. La tincion de Gram proporciona
informacién sobre infecciones puede revelar los agentes causales incluso con una toma de muestra
no adecuada. También hace posible distinguir entre contaminaciéon de la muestra y una verdadera
infeccion. Actualmente la tincion de Gram sigue siendo un método eficaz e importante en el
laboratorio, ademas de que es rapido y econémico, por lo que se debe estandarizar para evitar

errores técnicos o de interpretacion ( Rodriguez & Arenas, 2018).

2.9.3 Lamicroscopia

La microscopia es una técnica cientifica que se utiliza para observar objetos o estructuras
que son demasiado pequefios para ser vistos a simple vista. Consiste en el uso de un instrumento
llamado microscopio, que utiliza lentes y técnicas de iluminacién especiales para aumentar

significativamente el tamafio de los objetos o detalles que se observan (Montalvo, 2020).

2.10 Medios de cultivo

Son una mezcla de sustancias que se utilizan en microbiologia para el crecimiento y
mantenimiento de microorganismos. Estos medios contienen los nutrientes necesarios para que las
células microbianas puedan crecer, dividirse y formar colonias. Existen diferentes tipos de medios
de cultivo seglin su composicion quimica, fisica y bioldgica, asi como segun el propdsito para el cual
se utilizan. Algunos medios de cultivo son especificos para el desarrollo de ciertos tipos de
microorganismos, mientras que otros son mas generales y permiten el desarrollo de una diversidad

de bacterias, hongos y otros microorganismos (Gomez et al., 2019).

Pueden ser solidos o liquidos, y pueden contener diferentes tipos de nutrientes, como
carbohidratos, proteinas, vitaminas, minerales y otros compuestos organicos e inorganicos.
Ademas, pueden incluir agentes selectivos y diferenciadores que permiten la diferenciacion de
ciertos tipos de microorganismos de acuerdo a sus propiedades bioquimicas y metabdlicas
(Madigan et al., 2015).
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2.10.1 Medio de cultivo para los microorganismos solubilizadores de fosforo o NBRIP

(National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium).

El NBRIP es un medio empleado para el crecimiento de bacterias que solubilizan fésforo. Contiene
fosfato de calcio como suministro de fosforo y se usa para evaluar la capacidad de las cepas
bacterianas para disolver fésforo. Se emplea para medir el halo amarillo que se forma alrededor de
la colonia bacteriana después de 24, 48 y 72 horas de incubacion a una temperatura de 30 °C (Nieto
& Szpinak, 2017).
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CAPITULO II

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivacion de las cepas bacterianas

Se reactivaron 67 cepas bacterianas (Anexo 1) que forman parte de la Micoteca para la
conservacion de la Biodiversidad Ruth Moore del CIITT. Para su reactivacion, se empleé el medio

de cultivo Agar Nutritivo y se preparo de la siguiente manera:

o Iniciamos la preparacion del medio de cultivo de agar nutritivo con la adicién de 23 gr
de agar a un vaso de precipitacién que contiene un total de 1000 ml de agua destilada.
Posteriormente agitamos la mezcla sobre un mechero hasta llevarla al punto de
ebullicién, asegurandonos que el polvo se disuelva por completo.

o Una vez que la disolucion esta completa trasferimos la mezcla a un recipiente
adecuado y lo sometemos a un proceso de autoclave durante 15 minutos para la
esterilizacion del medio de cultivo. Después de este periodo, vertemos el medio en
placas Petri, sellamos herméticamente con parafilm y permitimos que el agar se
solidifique, esto nos proporciona que el medio esta listo para reactivar las cepas

bacterianas.

Posteriormente, el medio de cultivo fue al auto clave durante 15 minutos a una temperatura
de 121°C. Finalmente, se dispensd 20 ml en cajas Petri para su uso (MacFaddin, 1985).Para la
siembra se empled el método de estriado por agotamiento , con el objetivo de obtener colonias

puras. Estas fueron incubadas a 30°C de 24 a 48 horas dependiendo el crecimiento de la bacteria.

En la Figura 3, se aprecia el proceso de reactivacion de las cepas bacterianas en el

laboratorio, llevado a cabo con rigurosas medidas de asepsia.
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Figura 3. Reactivacion de las cepas bacterianas en el laboratorio mediante estrictas medidas de asepsia

Figura 4. Cepas bacterianas reactivadas en medio de cultivo de Agar especifico mediante la técnica de
estriado por agotamiento

3.2 Elaboracién del Medio de Cultivo NBRIP

Se elaboré el medio de cultivo NBRIP (Medio de fosfatos del National Botanic Research
Institute) que favorece el crecimiento de cepas bacterianas para la solubilizacion de fésforo. En la

tabla 3 se detallan los componentes para un litro de medio de cultivo.
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Tabla 3 Reactivos y cantidades para la preparacion del medio de cultivo especifico NBRIP.

Reactivos Cantidad
Glucosa 10 gr
Fosfato de calcio - Caz(POa4)2 5gr
Cloruro de magnesio - MgClz 6H20 50r
Sulfato de magnesio - MgSO47H20 0,025 gr
Cloruro de potasio - KCI 0,2gr
Sulfato de amonio - (NHs) SO4 0,1gr
Azul de bromotimol 0,5gr

El azul de bromotimol se utilizé como marcador de viraje de color. Cada uno de los reactivos
fue agregado y disuelto en el orden mencionado y posteriormente se agregaron 20gr de agar
bacteriolégico en 2 litros de agua destilada, se agitdé hasta obtener un color turquesa, se transfirié a
frascos y se procedio a la esterilizacion colocando estos en el autoclave a 121°C por 15 minutos.

En la Figura 4, se puede apreciar la preparacion del medio de cultivo NBRIP, previo al
proceso de esterilizacion.

Figura 5. Medio de cultivo NBRIP antes del ciclo de esterilizacion

Después del ciclo de esterilizacion, es importante destacar que el medio de cultivo cambia
de color debido al aumento de temperatura, transformandose en un tono verde esmeralda. Luego,
este medio se transfirid a cajas Petri y se sellaron herméticamente con parafilm. Después de un

periodo de 24 horas en refrigeracion, el medio recuper6 su color azulado original.
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La Figura 5 muestra claramente este cambio de color en el medio de cultivo después del

proceso de esterilizacion, que es necesario para que el medio adquiera su consistencia sélida.

Figura 6. Medio de cultivo NBRIP después del ciclo de esterilizacion

3.3 Siembra de las bacterias en el medio NBRIP (Medio de fosfatos del National Botanic

Research Institute)

Tras la activacion de las bacterias, se llevé a cabo la siembra utilizando la técnica de puncién
en la zona central de la caja que contenia el medio NBRIP. Una vez realizada la siembra, se procedio
al sellado hermético de las cajas utilizando parafilm. Las cajas fueron posteriormente colocadas en
una incubadora a una temperatura constante de 28°C, manteniéndolas en este ambiente durante

un periodo de 15 dias.

Transcurrido este tiempo, se procedié a medir el halo para evaluar la habilidad de las bacterias
gue disuelven el fésforo. Se consideré como bacterias solubilizadoras aquellas que presentaron un
halo de de al menos 3mm como se puede observar en la figura 3. Esta medida permitié establecer
el grado de actividad y eficacia de estas bacterias en la solubilizacién, que se registraron en una

base de datos con cada uno de sus cddigos.

En la Figura 7, se aprecia claramente el crecimiento del halo de la bacteria Acinetobacter
iwoffi, el cual alcanza un diametro de 20 mm. Ademas, se observa un cambio en el color del medio
de cultivo, resultado de la generacion de acidos organicos. Estos acidos desempefian un papel
crucial al convertir el fésforo inorganico en una forma organica asimilable por las plantas, facilitando

asi su absorcioén y crecimiento.
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Figura 7. Crecimiento de la bacteria Acinetobacter iwoffi
A= Halo de solubilizacién 20 mm
B= Bacteria en crecimiento
C= Medio de cultivo NBRIP

3.4 Tinci6én de Gram

Se llevo a cabo la tincion de Gram en las 67 cepas bacterianas con el propésito de identificar

y clasificar bacterias como grampositivas o gramnegativas.

El procedimiento se realizé siguiendo las etapas que se detallan a continuacion: en primer
lugar, se agreg6 una gota de suero fisiol6gico en un portaobjetos. Se utilizé un asa de siembra para
tomar una colonia bacteriana y se extendié uniformemente sobre el portaobjetos. Después, se
permitié que la muestra se secara a temperatura ambiente, para que los colorantes se fijen en las

bacterias y revelar su caracteristica coloracion.

En la tabla 4 se presenta el orden especifico y los tiempos determinados para cada paso
durante la realizacion de la tincion de Gram.

Tabla 4 Orden y tiempo de colorantes para la tincion de Gram

Colorantes Tiempo
Cristal violeta 1 minuto
Yodo 1 minuto
Alcohol cetona 15 segundos
Safranina 1 minuto
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Tras llevar a cabo la tincibn de Gram en cada una de las 67 cepas bacterianas, se procedi6

a examinar cuidadosamente cada muestra empleando un microscopio 6ptico, para verificar su forma

y color. Los resultados obtenidos fueron meticulosamente guardados en una base de datos,

asignando a cada cepa su correspondiente codigo de identificacion.

3.5

Descripcion morfolégica de las bacterias (descripcion taxondmica)

Con el objetivo de establecer el morfotipo de cada una de las cepas bacterianas, se realizé una

descripcién morfologica que abarco diversas caracteristicas, estas son:

Superficie: Se evalud la superficie bacteriana para determinar si es plana, plana convexa,
acuminada, umbilicada o papilada.

Forma: Se analizd la forma de las bacterias, teniendo en cuenta si son puntiformes,
irregulares, circulares, rizoides, filamentosas o fusiformes (cocos, bacilos, espirilos).
Borde: Se examiné el borde bacteriano para determinar si es redondeado, espiculado,
ondulado, filamentoso, lobulado o rizoides.

Color: Se analizo el color de las bacterias, considerando opciones como blanco, rosado,
amarillo, verde, crema y naranja.

Tonalidad: Se evalud la tonalidad de las bacterias, teniendo en cuenta si es brillante, opaca
0 semitransparente.

Tamario: Se determind el tamafio de las cepas bacterianas, clasificAndolas como grandes,

medianas o pequefias.

Mediante esta detallada descripcion morfologica, fue posible establecer el morfotipo de cada

una de las cepas bacterianas mediante una tabla establecida por el laboratorio de microbiologia del

CITT.

3.6

Revision de requisitos de cepas bacterianas como base para la elaboraciéon de un
bioinsumo

A través de una revision bibliografica, se realiz6 una evaluacion de las cepas bacterianas

identificadas como solubilizadoras de fosfato para determinar si cumplen con los criterios

fundamentales. Estos criterios incluyen:

Capacidad de solubilizacién de fésforo: Las bacterias deben demostrar su habilidad para
solubilizar fésforo insoluble, mediante la producciéon de &acidos organicos y/o enzimas
fosfatasa que liberan fésforo en formas asimilables para las plantas (Rincon & Bobadilla,
2008).

Eficiencia en la solubilizacién: Las bacterias solubilizadoras de fésforo deben ser eficientes
en su capacidad para liberar y mantener el fésforo de manera disponible para las plantas.
Se evalla su capacidad de solubilizar una cantidad significativa de fosforo mediante

ensayos de laboratorio o pruebas en condiciones de campo.
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3. Tolerancia a las condiciones ambientales: Estas bacterias deben ser resistentes y capaces
de sobrevivir en diferentes condiciones ambientales, incluyendo altas o bajas temperaturas,
variabilidad en el pH del suelo y la presencia de otros elementos 0 sustancias que puedan
afectar su actividad (Restrepo et al., 2015).

4. Interacciones beneficiosas con las plantas: Las bacterias solubilizadoras de fésforo deben
establecer una relacion simbiética o mutualista con las plantas. Su presencia debe estimular
el desarrollo de las plantas, mejorando la absorcion de fésforo y su nutricion, facilitando la
absorcion de nutrientes.

5. Seguridad y ausencia de patogenicidad: Es fundamental que estas bacterias sean seguras
para las plantas, los animales y el medio ambiente. Deben ser no patdgenas y no causar
dafio a las plantas u otros organismos. Se deben realizar pruebas de seguridad y

evaluaciones de riesgos antes de utilizarlas como bioinsumos (Fernandez et al., 2005).

Estos criterios son esenciales para seleccionar bacterias solubilizadoras de fésforo adecuadas para
su uso en la produccion de bioinsumos, como fertilizantes biol6gicos o promotores del crecimiento
vegetal. La eleccién de bacterias con estas caracteristicas garantiza su capacidad para mejorar la

disponibilidad de fosforo y promover un desarrollo saludable de las plantas.
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Descripcién morfolégica de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas reactivadas en la Micoteca para la conservacion de la Biodiversidad
Ruth Moore del CIITT exhiben una diversidad morfol6gica notable (Anexo 2). Cada cepa presenta
una superficie, forma, color, borde, tonalidad y tamafio Gnicos, determinados por su macro
morfologia. Este estudio contribuye al conocimiento actual sobre las propiedades visuales de las
cepas bacterianas y sienta las bases para futuras investigaciones. Comprender la relacién entre la
tonalidad, forma, color, etc. y otras caracteristicas de las cepas bacterianas puede tener
implicaciones significativas estas caracteristicas se definen a continuacién:

M Plana ® Planacovexa @ Convexa Acuminada M Umbilicada ® Papilada

Figura 8. Caracterizacion de la superficie en porcentajes de las Cepas Bacterianas

En la figura 8, se visualiza que las cepas bacterianas presentan una superficie plana,
representando un 80% del total. El 14% de las cepas tienen una forma plana convexa, mientras que
un 3% muestra una forma convexa. No se encontraron cepas con una superficie acuminada-

umbilicada, y un 3% de las cepas presentan una superficie papilada.
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W Puntiforme ™ Irregular ® Circular Rizoide ®Filamentosa ™ Fusiforme

Figura 9. Caracterizacion de la forma de las cepas bacterianas en porcentaje

En la figura 9 se visualiza la distribucion de las formas de las cepas bacterianas. La forma
irregular es la mas comun, representando el 31% del total. La forma puntiforme representa el 23%,
la forma filamentosa el 17%, la forma fusiforme el 15%, la forma circular el 11%, y la forma rizoide
el 3%.

M Redondeado M Espiculado ™ Ondulado Filamentoso M Lobulado ™ Rizoide

Figura 10. Caracterizacién de los bordes de las cepas bacterianas en porcentaje

En la figura 10, se visualiza la distribucion de los bordes de las cepas bacterianas. La
mayoria de los bordes son redondeados, representando el 60% del total. Los bordes filamentosos
representan el 27%, los bordes rizoides el 5%, los bordes ondulados y filamentosos el 3%, y los

bordes espiculado el 2%.
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13%

45%

28%

Blanco Rosado Amarillo Verde Crema Naranja

Figura 11. Identificacion de los colores de las cepas bacterianas en porcentaje

En la figura 11, se observa la distribucién de colores en las cepas bacterianas analizadas.
El color predominante es el blanco, representando un 45% del total. Le sigue el color crema con un
28%, mientras que el color naranja representa un 13% de las cepas bacterianas. Un 6% de las
cepas presenta un color amarillo, mientras que el color verde se encuentra en un 5% de las cepas

bacterianas. Por ultimo, un 3% de las cepas bacterianas muestra un color rosado.

M Brillosa ™ Opaca @ Semitransaparente

Figura 12. Especificacion de la tonalidad de las cepas bacterianas en porcentaje

En la figura 11, presenta los resultados obtenidos al evaluar la tonalidad de las cepas
bacterianas. Se observa que el 70% del total de las cepas bacterianas exhiben una tonalidad brillosa.
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Un 19% de las cepas bacterianas presenta una tonalidad semitransparente, mientras que un 11%

presenta una tonalidad opaca.

B Grandes M Medianas = Pequefias

Figura 13. Caracterizacion del tamafio de las cepas bacterianas en porcentaje

En la figura 13, se presentan los resultados obtenidos al evaluar el tamafio de las cepas
bacterianas. Se observa que un 42% del total de las cepas bacterianas tienen un tamafio mediano.
Un 32% de las cepas bacterianas presentan un tamafio grande, mientras que un 26% se clasifican

como pequenias.

4.1.1 Descripcion micro morfolégica de las cepas bacterianas

El Anexo 3 contiene las bacterias clasificadas como gram negativas, mientras que en el Anexo
4 se pueden observar las bacterias gram positivas. Esto cobra relevancia en virtud de las
observaciones de Uribe (2020), que resaltan la importancia de comprender tanto las caracteristicas
a nivel macroscépico como microscopico bajo analisis en diversos medios de cultivo o sustratos
empleados. Resulta fundamental considerar las particularidades especificas de los diversos tipos
de microorganismos en consideracion. La identificacion de la micro morfologia se realiz6 de acuerdo

con la metodologia delineada por Breed et al. (1957).

En este estudio, se logré aislar un total de 67 bacterias, de las cuales 39 fueron identificadas
como gram positivas y 28 como gram negativas. En la figura 9, demuestra el analisis porcentual de
las bacterias gram positivas, revelando que el 62% corresponden a bacilos, mientras que el 38%
restante son cocos.
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M Bacilo

m Coco

Figura 14. Representacion de las Bacterias Gran Positivas en porcentaje

La figura 14 presenta un conjunto de 39 bacterias gram positivas, y es importante destacar
gue un total de 62% se clasifica en bacilos y un 38% se clasifica en cocos.

M Bacilos

Figura 15. Representacion de las bacterias Gram negativas en porcentaje

La figura 15 presenta un conjunto de 28 bacterias gram negativas, y es importante destacar

gue todas ellas se clasifican como bacilos.

-25-



4.2 Bacterias solubilizadoras de fésforo

De acuerdo con los resultados, se constato que, de las 67 cepas bacterianas reactivadas, 40
de ellas exhibieron la habilidad de solubilizar fésforo, lo cual se detalla en el anexo 5. En figura 12,
se presentan los diametros de los halos de solubilizaciéon después de un periodo de incubacién de

15 dias, junto con la eficiencia de solubilizacion correspondiente a cada una de las cepas.

Segun Rodriguez & Fraga (1999), Los microorganismos que tienen la capacidad de crear una
zona halo o clara se consideran potenciales solubilizadores de fosforo. Hay 13 géneros de bacterias
que pueden solubilizar fosfato, incluyendo Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum y Erwinia, pero
las bacterias mas eficaces como solubilizadoras son Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium (Paredes
& Espinosa, 2009). En el contexto de esta investigacion, se han identificado las especies bacterianas
capaces de solubilizar el fésforo, incluyendo 1 especie de Acinetobacter, Burkholderia, Buttiauxela,
Chryseobacterium, Citrobacter, Comamonas, Kluyvera, Lactobacillus, Lelliota, Morganela, Pantoea,
Proteus, Providencia, Rahnella, Sphingobacterium, Staphylococcus, Yersenia, 2 especies de
Aeromonas, 4 especies de Bacillus, 3 especies de Klebsiella, 11 especies de Pseudomonas y 3

especies de Serratia.

En un principio, se aislaron en condiciones de laboratorio 67 microorganismos, y se evalud
su capacidad para solubilizar fosforo, lo cual se evidencié mediante la formacién de un halo de
crecimiento y un cambio de color de azul a amarillo en el medio de cultivo NBRIP. En una
investigacion previa realizada por Restrepo et al. (2015), se empleé el mismo medio de cultivo para
la seleccién de microorganismos solubilizadores de fésforo en las raices de plantas de vainilla, y se
propuso que las colonias que mostraban un cambio de color de azul a amarillo en su entorno lo

hacian debido a la produccion de acidos organicos.

Seguln un estudio que realiz6 Gupta et al., (1994) desarrollé un procedimiento mejorado
usando un medio que contenia azul de bromofenol, formando zonas circulares de color amarillo
alrededor de las colonias en respuesta a la caida del pH producida por la liberacion de &cidos
organicos, que son los encargados de disolver el fosforo, revelaron que a medida que la
concentracién del tinte aumentaba, la claridad y visibilidad del halo de color amarillo mejoraba, en
la presente investigacion se utilizé 0,5gr de azul de bromotimol en donde también se pudo observar

el viraje de color verde claro y la formacién del halo a un color amarillo.
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Figura 16. A) Bacteria que no solubiliza el fésforo, no existe viraje de color, B) Bacteria solubilizadora de
fésforo, existe viraje de color y halo de color amarillo

El halo que forman es el resultado de la asimilacién de fosfatos que son insolubles, y esto
se debe en gran medida a la produccién de acidos organicos. La habilidad para solubilizar fésforo
se evalu6 en medios que contenian fosfato di calcico (CaHPO4), observando la formacién de zonas
claras o halos donde los cristales de fosfato se disolvian alrededor de las colonias de los
microorganismos que tenian esta habilidad. En el curso de esta investigacion, se encontré que 40
de las 67 cepas bacterianas formaron un halo transparente, lo que indica la mineralizacién del fosfato
organico gracias a la enzima fosfatasa que algunos microorganismos secretan (Gupta et al., 1994;
Pérez et al., 2012).

El tamafio de la regién transparente que rodea a las colonias bacterianas en el medio de
cultivo, indica la habilidad de las bacterias para solubilizar los fésforo y la eficiencia con la que lo
hacen (Paredes & Espinosa, 2009). Segun Beltran, (2014) un halo mas grande indica una mayor
actividad de solubilizacion de fosforo. En el presente estudio, se observé que entre las 40 bacterias
solubilizadoras de fésforo evaluadas, la bacteria Acinetobacter iwoffi destaco al formar un halo de
20 mm. Esto se atribuye a su capacidad para producir &cido citrico, glucénico y acido malico, los

cuales tienen la propiedad de disolver los compuestos de fésforo insolubles.

La figura 17 representa los diametros de los halos generados por bacterias con la capacidad
de solubilizar fésforo, entre las 40 bacterias Acinetobacter iwoffi y Providencia alcalifaciens destacan
por haber generado los halos mas grandes. Cada barra en el grafico corresponde al diametro del
halo producido por una cepa bacteriana especifica, el tamafio del halo es directamente proporcional
a la capacidad de solubilizacién de cada bacteria: a mayor tamafio de la barra mayor es la eficacia

de solubilizacion.

-27-



25 100%

90%
20 80%
70%
15 60%

50%

10 40%
30%
5 20%
IIIIIIIII II IIIIIIIIIIIIII%
0 0%
=9 wn o S I I I ) L VDLV D VSO TVUVUVMEUOGTYVYVYUYU MDY YLYUKn.Y
SEES S5FUSSE EISEECUESS oS5 S5oES8cE8sSEEadn
SE5c pffEff SETSESSTELcIgchETeEEoEEsEs
= e Y = oD S= oS o 9= w23 9 U =
S sEaicsogl S ES3I < hs] S8 otsw g x v O Y=
LSS FE S3SE  EX,ESET80LES52832ER TSRS oEdnl =2
o = . £~ 2 Qg Jj & 2] S SsLemio s w S w S 29U n
SZTST3ISLEE T YEwEn B0 8w SE385E9€E8s852238
Uuﬂmtahmmwmcmﬁczb.._cuu S mmtsa _‘_.L_B_.____ ;:-:
CE2C 0 gge=23Sgc3lc==% WSS ELUESE 2L uwuRTEES L E
A0 LSS ETESdC 8 ECURSERET o222 NTVES 3
O g w OV OoOQRB=T = 9 3 cZ8=c D §gmbm~:uEGWU§EtD
2288820, g0 E08S8c886E 8 s 8 3IC8T 2SS ST E
L o Ea== k=] oS0 T 0 S c= = 5 v SO P
I S o S=m a<= o S < 49 @ S O ] 4 G £ 022 I SR
c < o g Y& = fel=] = «QEL{)U\M cY¥ Sam = c oW
S Sv UG ET 8 < < 58 5= S8 E <88
S > S < SO0 13 o < 2
qEEa; gt SL g 3T B §£Qgﬁ¥m 23T S & 28
S8 Q= g £& B @ = ST 2L v £330 ©
SRR S ©n & o S EX > B8 YSs S
~ 3 o 3 o o = S S o -~
a g I S a ] W] S
@ o a 3 o
a v vy
a a

Figura 17. Representacion gréafica del tamafio didmetro del halo de solubilizacion ubicados de mayor a menor
con su respectivo nombre de la cepa bacteriana.

4.3 Requisitos para procesos de biorremediacion

La mayoria de los productos de bioinsumos se elaboran utilizando bacterias como Bacillus,
Burkholderia y Pseudomonas (Starobinsky et al., 2021). Se ha informado sobre el uso de las
Pseudomonas en el desarrollo de un biofertilizante y biopesticida, logrando mejorar el crecimiento

vegetal en un 40% sin afectar la comunidad microbiana en la rizosfera de la planta.

De la lista de las bacterias proporcionada, existen varios requisitos de manera general segun
varios autores:

Las bacterias que fomentan el desarrollo de las plantas son notables por los efectos positivos
gue tienen tanto en las plantas como en los ecosistemas. Estas bacterias obtienen beneficios de
diversas maneras, como optimizar la habilidad de las plantas para absorber agua y nutrientes,
producir fitohormonas y combatir biolégicamente a los patdgenos. Esto se logra principalmente
mediante la produccion de sideréforos, la inhibicion de microorganismos nocivos y la resistencia en
los cultivos frente a una amplia gama de plagas y enfermedades. Ademas, reducen la necesidad de
aplicar fertilizantes quimicos al aprovechar las reservas de fosfato presentes en el suelo (Morocho
& Leiva-Mora, 2019; Rodriguez, 2010)
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Segun Garcia et al.,, (2015) dice que las bacterias de los géneros Chryseobacterium y
Aeromonas desarrollan mecanismos que aumentan la persistencia de las plantas a condiciones de
estrés abiotico, como la sequia y la salinidad. Ademas, mejoran la capacidad de supervivencia de
las plantas en ambientes contaminados por metales pesados. Estas bacterias también realizan
diversas actividades beneficiosas, como la produccion de exopolisacaridos, actividad enzimatica
antioxidante, solubilizacién de fésforo, generacion de acidos organicos, produccién de sideréforos,
sintesis de polimeros extracelulares y la reduccion en la absorcién de metales pesados por parte de

las plantas.

Segun Baquero et al., (2007) los géneros de bacterias Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia,
Pantoea, Rahnella, Burkholderia solubilizan y mineralizan el fésforo, mineralizan fésforo organico y
disuelven fésforo que es insoluble que posteriormente es liberado y puede ser absorbido con
facilidad por las plantas, sintetizan moléculas que imitan hormonas vegetales, modulan hormonas
vegetales, ajustan hormonas vegetales produciendo actividad de la enzima ACC (1-
aminociclopropanol-carboxilato) desaminasa, lo que permite reducir los niveles de etileno y

fomentar el desarrollo de la planta.

Estrategias para promover el crecimiento de las plantas:

1. Produccién de sideroforos: Generacidon de compuestos capaces de captar hierro con alta
afinidad, lo que incrementa la accesibilidad de hierro y disminuye el desarrollo de patégenos.

2. Produccion de enzimas hidroliticas y antibiéticos: Fabricacion de enzimas que
descomponen sustancias y antibiéticos que previenen o combaten el crecimiento de
organismos patégenos.

3. Produccion de biopeliculas: Formacion de capas de biopeliculas en las raices, lo cual puede

mitigar los efectos negativos de la alta salinidad y la sequia en el tejido radicular.

Segun Bonilla Buitrago et al, (2021); Pérez Lavalle et al, (2017), el género Bacillus tiene la
capacidad de producir inclusiones cristalinas o delta endotoxinas con propiedades insecticidas,
ademas de solubilizar el fésforo y codificar proteinas para combatir ciertas especies de insectos.
También estimula el crecimiento de las plantas mediante varios mecanismos, es seguro de aplicar,

tiene un crecimiento rapido y se puede producir facilmente a gran escala.

Segun Rodriguez, (2010) los géneros de bacterias Staphylococcus y Lactobacillus
producen cantidades significativas de acido lactico para la descomposicién de carbohidratos, lo que
contribuye a la solubilizacién del fésforo. Ademas, estos microorganismos beneficiosos secretan
sustancias como vitaminas, acidos organicos, minerales y antioxidantes cuando interactian con la
materia organica. Cuando se interactlian en el entorno natural, su efecto positivo se multiplica de

manera sinérgica, inhibiendo la proliferacion de microorganismos dafiinos.

Segun Pérez Lavalle et al, (2017) Los géneros de bacterias Klebsiella, Proteus y Citrobacter

tienen la capacidad de fijar el fosforo mediante la interaccion con éxidos e hidroxidos de aluminio y
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hierro. Ademas, solubilizan el fésforo a través de la elaboracién de acidos orgéanicos como

inorganicos, lo que convierte el fdsforo insoluble en una forma disponible para las plantas.

De la lista de bacterias asignadas inicialmente, se ha reportado que las siguientes bacterias son

solubilizadoras de fosfato:

Tabla 5. Lista de bacterias reportadas como solubilizadoras de fésforo de acuerdo a una revision bibliografica

Bacteria Informacion

De acuerdo a los estudios de Patifio-torres (2014) y Corrales et al.
(2014), la bacteria Bacillus infantis desempefia un papel crucial como
solubilizadora de fdsforo. Diversas investigaciones han corroborado a
Bacillus infantis esta bacteria como valiosa para el estimulo del crecimiento vegetal.
Esta capacidad se debe a las enzimas que secretan ya su capacidad
para producir 4cido indolacético, una hormona vegetal que fomenta el

desarrollo de las plantas.

En la investigacion de Constanza et al., (2014) se llevé a cabo la
modificacion de la asimilacion del fésforo mediante la introduccion de
ADN recombinante en microorganismos que originalmente carecian de
) ] esta capacidad. Durante el estudio, se identificé la informacion genética
Bacillus mycoides ) ] ) . N .
necesaria en la bacteria Bacillus mycoides, y se estableci6é una relacion
entre esta funcion genética y la capacidad de la bacteria para secretar
acidos organicos, lo que a su vez la convierte en solubilizadora de

fésforo.

En la investigacion de (Hernandez et al., 2013) la bacteria es utilizada
Bacillus pumillus como inoculante en la agricultura para mejorar y aumentar la

disponibilidad del fosforo para las plantas.

Segun la investigacion de (Ratén et al., 2005), esta bacteria es capaz
de mineralizar el fésforo partiendo de sustancias organicas e
inorganicos. Un ejemplo es el abono organico conocido como

Bacillus subtilis fosfobacterina, que comercialmente ha demostrado mineralizar méas
del 50% del fésforo. Estas cualidades hacen que sea un candidato
prometedor para la formulacion de biopreparados utilizados en la
agricultura como bioplaguicidas y biofertilizantes.

En el estudio realizado por (Prasad et al., 2022), esta bacteria tiene una
Pantoea agglomerans capacidad de solubilizacién del fosforo tricalcico [Ca3(PO4)2] presente
en el medio Fosfato del Instituto Nacional de Investigacion Boténica

(NBRIP). Estas bacterias logran liberar fosfato soluble y, ademas,
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muestran una capacidad de solubilizacion del fésforo de aluminio y

también favorecen el desarrollo de las plantas.

Pseudomonas

koreensis

En la investigacion de (Osorio, 2014), tienen un potencial aplicativo
como biofertilizantes, destacé especialmente la bacteria Pseudomonas
koreensis como uno de los solubilizadores mas efectivos de fosforo

inorganico.

Pseudomonas

fluorescens

Posee una habilidad destacada para solubilizar el fé6sforo inorganico, se
debe a que las bacterias generan enzimas, como las fosfatasas, que
permiten la nutricion de los microorganismos. La solubilizacion del
fésforo inorganico es llevada a cabo por estas bacterias mediante la
produccion de acidos organicos, entre los cuales se incluye el acido
gluconico (Alemu, 2013; Gonzalez, 2008).

Morganella morganii

Segun Restrepo et al. (2015), en su investigacién menciona que estas
bacterias presentan la capacidad de codificar fosfatasas acidas. Este
aspecto adquiere relevancia en los procesos de descomposicion de
fésforo inorganico, permitiendo una mayor adquisicion de fosforo por las

plantas.

Rahnella aquatilis

Segun la investigacion de gran capacidad para solubilizar hidroxiapatita

y fosfato di célcico (Jordan et al., 1997).
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Dentro del conjunto de bacterias solubilizadoras de fésforo, se identifican las siguientes que han

sido catalogadas como patdgenas:

Tabla 6. Lista de bacterias patdgenas de acuerdo a una revisién bibliografica

Bacterias Informacién

Segun Seifert et al. (1993), se ha observado que en pacientes
Acinetobacter iwoffi inmunocompetentes, se desencadenan infecciones del torrente

sanguineo relacionadas con el catéter.

En la investigacibn Song et al. (2023) dice que es un patégeno
) oportunista en pacientes inmunocomprometido, especialmente

Aeromonas caviae N ) ]
aquellos con enfermedades hepatobiliares provocando diarrea, fiebre,

calambres y nauseas.

Este microorganismo, identificado tanto en humanos como en
) animales, principalmente en entornos acuaticos, provoca una variedad

Aeromonas media i ) ] _ ) i o
de sintomas como diarrea, fiebre, infecciones cutaneas y vomitos

(Talagrand-Reboul et al., 2017).

Wesevich et al. (2020), dice que es un patégeno nosocomial, lo cual
implica su capacidad para originar infecciones en contextos médicos.
Klebsiella aerogenes  Esta relacionado con infecciones oportunistas que abarcan desde
problemas en el tracto urinario, neumonia y sepsis, hasta afectaciones

en tejidos blandos y sitios quirdrgicos.

En la investigacion de Holland. (2017), esta bacteria provoca
infecciones de alta gravedad, especialmente en entornos hospitalarios
Klebsiella oxytoca como centros médicos y unidades de cuidados intensivos. Estas
infecciones se manifiestan con sintomas que se asemejan a los de la

neumonia.

Klebsiell Esta bacteria patégena produce fiebre, escalofrios, tos, produccion de
ebsiella
_ mucosidad de tonalidad amarilla 0 sanguinolenta, asi como dificultades
pneumoniae ) . . ] . o
respiratorias y molestias en el area toracica (DerSarkissian, 2022).

Esta ampliamente distribuido en el suelo y en los cuerpos de agua,
S tiene la capacidad de generar diversas infecciones en seres humanos,

Proteus mirabilis ) ) o ) )
abarcando desde infecciones del tracto urinario hasta infecciones en

heridas (Jacoby et al., 2002).
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Providencia

alcalifaciens

Se ha asociado con la causa de infecciones diarreicas en seres
humanos (Fisher, 2009).

Serratia fonticola

Se han registrado casos de infecciones en seres humanos que abarcan
endocarditis, infecciones cutdneas en pie diabético, infecciones del
tracto biliar, complicaciones infecciosas en tumores malignos de la

parétida e infecciones del tracto urinario (Sergounioti et al., 2023).

Serratia marcescens

De manera natural, se localiza en el suelo y en el agua, y a temperatura
ambiente genera un pigmento de tono rojizo. Se clasifica como un
patégeno oportunista, lo que conlleva su mayor impacto en individuos
con sistemas inmunoldgicos comprometidos o afecciones de salud,
resultando en infecciones del tracto urinario y heridas infecciosas
(Bautista, 2014).

Kluyvera ascorbata

Esta bacteria produce infecciones del tracto urinario pueden ocasionar
enfermedades tanto en adultos como en nifios. Estas infecciones
pueden manifestarse con sintomas como necesidad frecuente de
orinar, sensacion dolorosa o de ardor al orinar, asi como la presencia

de orina turbia o con trazos de sangre (Uscategui et al., 2008).

Burkholderia cepacia

Genera infecciones respiratorias severas, especialmente en individuos
afectados por fibrosis quistica o con sistemas inmunoldgicos
comprometidos. Se ha observado que provoca infecciones en
pacientes hospitalizados, particularmente en aquellos que estan bajo
ventilacibn o que cuentan con catéteres permanentes (Clayton,
2017).(Clayton, 2017).

Citrobacter gillenii

Provoca infecciones en los peces que se manifiestan con hemorragias
petequiales y anemia sistémica, tal como se ha sefialado en el estudio
de Ture et al. (2022).

Pseudomonas

brassicacearum

Son bacterias patdgenas vegetales causando necrosis en el tallo y
frutos de tomate (M. Yang et al., 2020).

Pseudomonas

corrugata

Es una bacteria fitopatdgena que provoca necrosis en la médula de los
tomates. Ocasiona necrosis de los tejidos medulares, como se ha

sefialado en el estudio de Licciardello et al. (2007).

Pseudomonas

extremorientalis

Es fitopatégena, provoca tizon del tallo en las plantas, provocando
necrosis seguido de hojas secas y finalmente la muerte de la planta,
segun lo reportado por Wang et al. (1995).
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Lelliota amnigena

Es un patdgeno vegetal que de manera natural ocasiona la enfermedad
de la podredumbre en cebollas, como se ha documentado en el estudio
de Liu & Tang. (2016)

Pseudomonas

japoénicas

Provoca bacteriemia e infecciones cutaneas en seres humanos, de

acuerdo con lo observado en la investigacion de Coomes et al. (2018).

Sphingobacterium

multivorum

Provoca infecciones del torrente sanguineo, peritonitis bacteriana
espontanea, meningitis e infecciones pulmonares, tal como indican los
hallazgos de Abro et al. (2016).
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De la lista de bacterias solubilizadoras de fésforo, se destacan las siguientes que han sido

empleadas en procesos de biorremediacion, pero no son solubilizadoras de fosforo.

Tabla 7. Lista de bacterias utilizadas en procesos de biorremediacion de acuerdo a una revision bibliografica

Bacteria Informacion
Esta bacteria ha estado relacionada con multiples aplicaciones en la
agricultura, desempefiando funciones como inoculante del suelo y
agente de biocontrol contra ciertos patégenos fungicos en plantas, se
Pseudomonas

chlororaphis

ha comprobado su capacidad como inductor de resistencia sistémica y
su eficacia como agente de biocontrol. Sin embargo, no se dispone de
datos precisos acerca de su capacidad para solubilizar fésforo (EPA,
n.d.).

Pseudomonas

mucidolens

Esta bacteria se encuentra en el suelo y ha demostrado ser versatil en
diversas aplicaciones, incluyendo la biorremediacién y la eliminacion de
metales pesados en suelos contaminados, no existen datos concretos
sobre su capacidad de solubilizacion de fosforo, se ha observado que
contribuye positivamente a la salud ambiental ya la mejora de la calidad

del suelo (Krishnaswamy et al., 2022).

Pseudomonas

thivervalensis

Se ha asociado con una variedad de aplicaciones en biorremediacion y
promocion del crecimiento vegetal. Se ha documentado su capacidad
para degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y fomentar
el crecimiento de las plantas. Sin embargo, en el estudio realizado por
Nascimento et al. (2021),se descubrid que esta bacteria no presentd

habilidades de solubilizacién de fésforo.

Las bacterias Buttiauxela gaviniae, Chryseobacterium joostei, Comamonas testosteroni,

Lactobacillus helveticus,

Pseudomonas azotoforman, P. rhodesia, Serratia liqueniformes,

Staphylococcus xylosus y Yersenia massiliensis, aunque se encuentran en la naturaleza y son

comunes en agua, aire y suelo, no se encontrd informacién sobre su habilidad para solubilizar

fésforo. Sin embargo, en el contexto de este estudio, se ha comprobado que estas bacterias tienen

la capacidad de solubilizar el fésforo, hecho que se evidencia a través de la formacion de un halo

transparente. Estos resultados aportan nuevos conocimientos sobre el potencial de estas bacterias

para desempefiar un papel relevante en la elaboracién de bioinsumos y su disponibilidad para otros

organismos.

En la figura 13 se ilustra la distribucion de cuatro categorias distintas de bacterias:

solubilizadoras de fésforo, patdgenas, utilizadas para biorremediaciéon y sin informacion como
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solubilizadoras de fésforo. De esta manera, el grafico permite visualizar de manera clara cémo estas
categorias de bacterias se distribuyen en el conjunto de datos analizado. Las bacterias reportadas
como solubilizadoras de fosforo son 9, hay 19 bacterias patégenas, 3 bacterias que son utilizadas
en biorremediacién, pero, no son solubilizadoras de fosforo y 9 bacterias cuya capacidad de
solubilizacién de fésforo aun no cuenta con informacion disponible.

Biorremediacion
No hay informacion
Solubilizadores de fésforo

Patégenos

o
]
=
o

15 20

Figura 18. Gréfico del nimero de bacterias solubilizadoras de fésforo, patégenas, bacterias que son
empleadas en procesos de biorremediacion y bacterias que carecen de informacién como solubilizadoras de
fésforo.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES

En la presente investigacion se determind las cepas bacterianas que intervienen en la
solubilizacién del fosforo como base para procesos de biorremediacion enfocandose en la
generacion del halo de solubilizacion como un indicador clave para determinar su habilidad
solubilizadora, ha revelado una notable diversidad morfoldgica. Estas cepas exhiben caracteristicas
distintivas como superficie plana, forma irregular y borde redondeado. Ademas, se destaca la

presencia de un color mayoritariamente blanco, junto con una tonalidad brillante en muchas cepas.

Entre las diversas cepas, se determiné que 40 de ellas son capaces de liberar fosforo de manera
eficiente. Esto se verificd con el halo de solubilizacion de color amarillo claro alrededor de las
colonias bacterianas. Estos halos indican que las bacterias estan liberando foésforo de las fuentes
naturales y convirtiéndolo en fésforo asimilable para las plantas. Entre las cepas estudiadas, destaca
la bacteria Acinetobacter iwoffi, por su habilidad para crear un halo de solubilizacion de fésforo de
mayor tamarfio, sin embargo, a pesar de esta caracteristica especial, no es seguro usar esta bacteria
en la agricultura o en el medio ambiente debido a las complicaciones que pueden presentar para la

salud de las personas y el medio ambiente.

Al verificar los requisitos de las bacterias que solubilizan fésforo, se pudo identificar que las
bacterias evaluadas, 9 de ellas han sido reportadas como solubilizadoras de fosforo, destacando en
las investigaciones, la bacteria Pseudomonas fluorescens ha demostrado ser la mas eficaz y
ampliamente utilizada en la creacion de bioinsumos. Sin embargo, de las 40 bacterias evaluadas,
19 de ellas son patdgenas para plantas, humanos o animales, lo que las descarta como candidatas

para la produccion de bioinsumos debido al peligro que representan.

También 9 de las 40 bacterias no han sido identificadas previamente como solubilizadoras de
fésforo. A pesar de esta falta de informacién, en el curso de esta investigacion se demostré que
estas bacterias generan un halo de inhibicion, indicando cierta actividad. Adicionalmente, se
encontrd que 3 de las cepas bacterianas no tienen la capacidad para solubilizar fésforo, pero han

sido empleadas en procesos de biorremediacion.

En sintesis, esta revision bibliografica, algunas bacterias tienen un papel relevante en la
solubilizacién del fésforo. Aunque Pseudomonas fluorescens se destaca por su eficacia y uso comuin

en bioinsumos.
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CAPITULO VI

6 RECOMENDACIONES

Se sugiere llevar a cabo investigaciones en relacién a aquellas bacterias que exhibieron halos
de solubilizacién, pero que carecen de informacion documentada acerca de su capacidad de
solubilizacién de fosfato. Estos estudios adicionales podrian permitir la incorporacion de un mayor

namero de cepas bacterianas en el desarrollo de futuros bioinsumos.

Dado que se identificaron 40 cepas bacterianas capaces de solubilizar fésforo de manera
eficiente, se sugiere que se estudien y exploren alin mas estas cepas para su posible aplicacion en
la mejora de la disponibilidad de fosforo en el suelo. Estas bacterias podrian ser valiosas en la

produccién agricola y la biorremediacién de suelos contaminados.

Las 9 bacterias que no han sido identificadas previamente como solubilizadoras de fésforo,
pero que demostraron cierta actividad en la solubilizacion, merecen una mayor investigacion.
Pueden representar cepas Unicas y valiosas que podrian tener aplicaciones utiles en la agricultura

y la biorremediacion.

La bacteria Pseudomonas fluorescens se destacé como eficaz y ampliamente utilizada en la
creacion de bioinsumos, es importante explorar otras cepas eficientes y seguras. Esto puede ayudar
a diversificar las opciones y reducir la dependencia de una sola bacteria en la produccion de

bioinsumos.

Las 3 cepas bacterianas que no tienen la capacidad para solubilizar fésforo, pero han sido
utilizadas en procesos de biorremediacion merecen una evaluacién cuidadosa para comprender su

eficacia en contextos especificos de limpieza de suelos andinos contaminados.
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Anexo 1 Lista de Bacterias proporcionada para su respectiva reactivacion en el laboratorio

ANEXOS

NUMERO

BACTERIA

CODIGO

1

Chryseobacterium joostei

MICON MB 001

Pseudomonas corrugata

MICON MB 002

Pseudomonas fluorescens

MICON MB 003

Pseudomona protegens

MICON MB 004

Serratia marcescens

MICON MB 005

Chryseobacterium oncorhynchi

MICON MB 007

Providencia rettgeri

MICON MB 008

Serratia fonticola

MICON MB 009

© [0 [N |o [ [~ |Jw N

Carnobacerium maltaromaticum

MICON MB 0010
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o

Delftia acidovorans

MICON MB 0011
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Acinetobacter guillouiae

MICON MB 0014
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N

Aeromonas molloscorum

MICON MB 0016
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w

Aeromonas caviae

MICON MB 0017
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Providencia alcalifaciens

MICON MB 0018
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Aeromonas media

MICON MB 0020
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Pseudomonas chlororaphis
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Pseudomonas koreensis

MICON MB 0022
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Enterobacter cloacae

MICON MB 0024
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Lactobacillus helveticus

MICON MB 0025

N
o

Pseudomonas kilonensis
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Enterobacter cloacae
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Pseudomonas japonica
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Serratia liqueniformes
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Lelliota amnigena
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Aeromonas hydrophila

MICON MB 0064

w
N

Staphylococcus xylosus
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Pseudomonas mucidolens

MICON MB 0091

N
J

Lactobacillus curvatus
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Proteus mirabilis
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Anexo 2. Cuadro de las caracteristicas morfologicas de las bacterias reactivadas con su respectivo codigo

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS BACTERIAS

MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB MICON MB

Codigo 001 002 003 004 005 007 008 009 0010 0011 0014 0016 0017 0018 0020 0021 0022 0024 0025

Plana X X X X X X X X X X X X X X X X X

Planaconvexa X

Convexa :

Superficie.
Acuminada

Umbilicada

Papilada

Puntiforme X X

Irregular X X X X X X X X

Circular X X X X
Forma

Rizoide X

Filamentosa X X X X

Fusiforme

Redondeado X X X X X X X X X X X X X X X

Espiculado

Ondulado X
Borde

Filamentoso X X

Lobulado

Rizoide X

Blanco X X X X X X X X X X

Rosado

Amarillo
Color

Verde

Crema X X X X X

Naranja X X X X

Brillosa X X X X X X X X X X X X X X

Tonalidad Opaca X

Semitransaparente X X X X

Grandes X X X X X X

Tamafio Medianas X X X X X X X X X

Pequeiias X X X X
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Cuadro de las caracteristicas morfologicas de las bacterias reactivadas con su respectivo cédigo

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS BACTERIAS

MICON MB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICON MB

Codigo 0026 0028 0032 0033 0035 0037 0040 0042 0043 0048 0063 0064 0065 0067 0069 0072 0074 0076 0080

Plana X X X X X X X X X X X X X X

Planaconvexa X X

Convexa
Superficie.

Acuminada

Umbilicada

Papilada X X

Puntiforme X X X X

Irregular X X X X X X

Circular X X X
Forma

Rizoide

Filamentosa X X X

Fusiforme X X

Redondeado X X X X X X X X X X

Espiculado X

Ondulado X
Borde

Filamentoso X X X X X

Lobulado X

Rizoide X X

Blanco X X X X X X X X X X X

Rosado X

Amarillo X
Color

Verde

Crema X X

Naranja X

Brillosa X X X X X X X X X X X X X

Tonalidad Opaca X X X

Semitransaparente X X X X X X

Grandes X X X X X X X

Tamafio Medianas X X X X X

Pequefias X X X X X X
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Cuadro de las caracteristicas morfolégicas de las bacterias reactivadas con su respectivo cédigo

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LAS BACTERIAS

MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB | MICONMB

(odigo 0081 0082 0083 0084 0085 0086 0090 0091 0092 0097 0103 0104 0105 0109 0116 0117 0118 0119 0124 0125 0128 0132 0140 0145 0146 0147 0148 0149 0150

Plana X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Planaconvexa X X X X X X

Convexa X

Superficie.
Acuminada

Umbilicada

Papilada

Puntiforme X X X X X X X X X X

Irregular X X X X X X X X

Circular X

Forma
Rizoide X

Filamentosa X X X X X

Fusiforme X X X X X X X X X

Redondeado X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Espiculado X

Ondulado

Borde
Filamentoso X X X X X X X X X X X X X

Lobulado X

Rizoide X

Blanco X X X X X X X X

Rosado X

Amarillo X X X

Color
Verde X X X

Crema X X X X X X X X X X X

Naranja X X X

Brillosa X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Tonalidad Opaca X X X X

Semitransaparente X X X X X

Grandes X X X X X X X X

Tamafio Medianas X X X X X X X X X X X X X X

Pequefias X X X X X X X
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Anexo 3. Lista de las Bacterias Gram positivas que fueron analizadas mediante tincion de gram

Tinciones
Bacteria Gram +
Pseudomonas corrugata Bacilo
Pseudomonas fluorescens Coco
Serratia marcescens Bacilo
Chryseobacterium oncorhynchi Bacilo
Aeromonas caviae Bacilo
Providencia alcalifaciens Coco
Pseudomonas chlororaphis Bacilo
Pseudomonas koreensis Bacilo
Lactobacillus helveticus Bacilo
Enterobacter cloacae Coco
Pseudomonas thivervalensis Bacilo
Bacillus infantis Bacilo
Bacillus Coco
Bacillus siralis Bacilo
Acinetobacter iwoffi Coco
Lelliota amnigena Coco
Staphylococcus xylosus Bacilo
Hafnia alvei Coco
Comamonas kerstersii Coco
Providencia alcalifaciens Bacilo
Yersenia massiliensis Coco
Bacillus mycoides Coco
Pantoea agglomerans Bacilo
Pseudomonas mucidolens Bacilo
Lactobacillus curvatus Coco
Comamonas testosteroni Bacilo
Pseudarthrobacter oxydans Bacilo
Rahnella aquatilis Bacilo
Pseudomonas azotoformans Bacilo
Pseudomonas brassicacearum Bacilo
Pseudomonas rhodesiae Bacilo
Pseudomonas extremorientalis Bacilo
Alicyclobacillus acidoterrestris Coco
Bacillus cereus group Coco
Burkholderia pyrocinia Coco
Burkholderia cenocepacia Coco
Klebsiella aerogenes Bacilo
Klebsiella pneumoniae Coco
Proteus mirabilis Bacilo
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Anexo 4. Lista de las Bacterias Gram Negativas que fueron analizadas mediante tincién de gram

Tinciones
Bacteria Gram -
Chryseobacterium joostei Bacilo
Pseudomona protegens Bacilo
Providencia rettgeri Bacilo
Serratia fonticola Bacilo
Carnobacerium maltaromaticum Bacilo
Delftia acidovorans Bacilo
Acinetobacter guillouiae Bacilo
Aeromonas molloscorum Bacilo
Aeromonas media Bacilo
Enterobacter cloacae Bacilo
Pseudomonas kilonensis Bacilo
Pseudomonas kilonensis Bacilo
Pseudomonas japonica Bacilo
Serratia liqueniformes Bacilo
Aeromonas hydrophila Bacilo
Citrobacter gillenii Bacilo
Morganella morganii Bacilo
Bacillus muralis Bacilo
Paenibacillus odorifer Bacilo
Bacillus pumillus Bacilo
Bacillus subtilis Bacilo
Pseudomonas taetrolens Bacilo
Buttiauxela gaviniae Bacilo
Kluyvera ascorbata Bacilo
Klebsiella oxytoca Bacilo
Citrobacter braakii Bacilo
Sphingobacterium multivorum Bacilo
Burkholderia cepacia Bacilo
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Anexo 5. Lista de bacterias que demostraron su capacidad para solubilizar fésforo, identificados mediante la observacion de un
halo de crecimiento y su diametro

Diametro del halo

Cadigo Bacteria
(mm)
MICON MB 001 Chryseobacterium joostei 3
MICON MB 002 Pseudomonas corrugata 4
MICON MB 003 Pseudomonas fluorescens 3
MICON MB 005 Serratia marcescens 3
MICON MB 009 Serratia fonticola 4
MICON MB 0017 Aeromonas caviae 3
MICON MB 0018 Providencia alcalifaciens 10
MICON MB 0020 Aeromonas media 5
MICON MB 0021 Pseudomonas chlororaphis 3
MICON MB 0022 Pseudomonas chlororaphis 8
MICON MB 0025 Lactobacillus helveticus 3
MICON MB 0032 Pseudomonas japonica 8
MICON MB 0035 Pseudomonas thivervalensis 6
MICON MB 0037 Bacillus infantis 5
MICON MB 0040 Serratia liqueniformes 6
MICON MB 0048 Acinetobacter iwoffi 20

MICON MB 0063

Lelliota amnigena

MICON MB 0065

Staphylococcus xylosus

MICON MB 0072

Citrobacter gillenii

MICON MB 0074

Morganella morganii

MICON MB 0076

Providencia alcalifaciens

MICON MB 0080

Yersenia massiliensis

MICON MB 0082

Bacillus mycoides

MICON MB 0084

Bacillus pumillus

MICON MB 0085

Bacillus subtilis

MICON MB 0086

Pantoea agglomerans

MICON MB 0090

Buttiauxela gaviniae

MICON MB 0091

Pseudomonas mucidolens

MICON MB 0097

Kluyvera ascorbata

MICON MB 0103

Comamonas testosteroni

MICON MB 0109

Rahnella aquatilis

MICON MB 0116

Pseudomonas azotoformans

MICON MB 0118

Pseudomonas rhodesiae

MICON MB 0119

Pseudomonas extremorientalis

MICON MB 0124

Klebsiella oxytoca

MICON MB 0145

Sphingobacterium multivorum

MICON MB 0147

Burkholderia cepacia

MICON MB 0148

Klebsiella aerogenes

MICON MB 0149

Klebsiella pneumoniae

MICON MB 0150

Proteus mirabilis
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Anexo 6. Informacién acerca de las bacterias que han evidenciado su capacidad para solubilizar el fésforo.

Nombre cientifico Género Especie Orden Familia Informacién
Acinetobacter iwoffi Acinetobacter iwoffi Pseudomonadales Moraxellaceae Patégena
Aeromonas caviae caviae Aeromonadales Aeromonadaceae Patégena
Aeromonas -
Aeromonas media media Aeromonadales Aeromonadaceae Patégena
Bacillus infantis infantis Bacillales Bacillaceae Solubilizadora
Bacillus mycoides Bacillus mycoides Bacillales Bacillaceae Solubilizadora
Bacillus pumillus pumillus Bacillales Bacillaceae Solubilizadora
Bacillus subtilis subtilis Bacillales Bacillaceae Solubilizadora
Burk holderia cepacia Burkholderia cepacia Burkholderiales Burkholderiaceae Patégena
Buttiauxela gaviniae Buttiauxela gaviniae Enterobacterales Enterobacteriaceae Sin informacién
Chryseobacterium joostei Chryseobacterium joostei Flavobacteriales Weeksellaceae Sin informacién
Citrobacter gillenii Citrobacter gillenii Enterobacterales Enterobacteriaceae Patogena
Comamonas testosteroni Comamonas testosteroni Burkholderiales Comamonadaceae Sin informaciéon
Klebsiella aerogenes aerogenes Enterobacterales Enterobacteriaceae Patégena
Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca Enterobacterales Enterobacteriaceae Patdégena
Klebsiella pneumoniae pneumoniae Enterobacterales Enterobacteriaceae Patégena
Kluyvera ascorbata Kluyvera ascorbata Enterobacterales Enterobacteriaceae Patégena

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus

helveticus

Lactobacillales

Lactobacillaceae

Sin informacién

Lelliota amnigena Lelliota amnigena Enterobacterales Enterobacteriaceae Patogena
Morganella morganii Morganella morganii Enterobacterales Enterobacteriaceae Solubilizadora
Pantoea agglomerans Pantoea agglomerans Enterobacterales Erwiniaceae Solubilizadora
Proteus mirabilis Proteus mirabilis Enterobacterales Enterobacteriaceae Patdégena
Providencia alcalifaciens Providencia alcalifaciens Enterobacterales Enterobacteriaceae Patégena
Pseudomonas azotoformans azotoformans Pseudomonadales Pseudomonadaceae Sin informacion
Pseudomonas brassicacearum brassicacearum Pseudomonadales Pseudomonadaceae Patdégena

Pseudomonas chlororaphis *

chlororaphis

Pseudomonadales

Pseudomonadaceae

Biorremediacidn

Pseudomonas koreensis Koreeins Pseudomonadales Pseudomonadaceae Solubilizadora
Pseudomonas corrugata corrugata Pseudomonadales Pseudomonadaceae Patégena
Pseudomonas extremorientalis Pseudomonas extremorientalis Pseudomonadales Pseudomonadaceae Patdégena
Pseudomonas fluorescens fluorescens Pseudomonadales Pseudomonadaceae Solubilizadora
Pseudomonas japonica japonica Pseudomonadales Pseudomonadaceae Patégena
Pseudomonas mucidolens* mucidolens Pseudomonadales Pseudomonadaceae Biorremediacién
Pseudomonas rhodesiae rhodesiae Pseudomonadales Pseudomonadaceae Sin informacién
Pseudomonas thivervalensis* thivervalensis Pseudomonadales Pseudomonadaceae Biorremediacién
Rahnella aquatilis Rahnella aquatilis Enterobacterales Enterobacteriaceae Solubilizadora
Serratia fonticola fonticola Enterobacterales Enterobacteriaceae Patégena
Serratia liqueniformes Serratia ligueniformes Enterobacterales Enterobacteriaceae Sin informacién
Serratia marcescens marcescens Enterobacterales Enterobacteriaceae Patégena
Sphingobacterium multivorum Sphingobacterium multivorum Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Patégena

Staphylococcus xylosus

Staphylococcus

xylosus

Bacillales

Staphylococcaceae

Sin informacién

Yersenia massiliensis

Yersenia

massiliensis

Enterobacterales

Yersiniaceae

Sin informacién
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Anexo 7. Fotografias del proceso de reactivacion y clasificacion de las cepas bacterianas solubilizadoras de
fésforo mediante el halo de crecimiento

-

Figura 19. Bacteria almacenada en el centro de investigacion
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Figura 21. Crecimiento de las bacterias reactivadas con sus diferentes formas colores y tamafios
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Figura 22. Crecimiento de las bacterias reactivadas con sus diferentes formas y colores.
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Figura 23. Siembra de las bacterias en el medio de cultivo NBRIP

-
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Figura 24. Crecimiento de las bacterias en el medio de cultivo NBRIP

Figura 25. En el medio de cultivo NBRIP, se observa el crecimiento de las bacterias en las primeras filas,
acompafiado de un cambio de color, mientras que al final se encuentran las bacterias que no han
experimentado crecimiento y que mantienen su color original, que es azul.
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Figura 26. Evolucion del crecimiento bacteriano en funcién del tiempo establecido.
A) Desarrollo de un halo alrededor de la bacteria, indicando su capacidad de solubilizar fésforo.
B) Bacteria que no muestra esta capacidad de solubilizacion de fésforo.
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