INTERACCION DE ESPECIES DEL GENERO Bacillus CON LAS BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFATO DE UN SUELO DEL ORIENTE ANTIOQUENO

Molina Sarah?, Cuervo Claudia?
nstitucidn Universitaria Colegio Mayor de Antioquia.
2nstitucidn Universitaria Colegio Mayor de Antioquia. Grupo de Investigacidn Biociencias
RESUMEN

Las comunidades microbianas cumplen una funcién fundamental en el ecosistema y la evaluacién de
la interaccién bacteriana permite conocer si es posible la co inoculacién de bacterias en un suelo para
mejorar su rendimiento, ademas de que las bacterias pueden desarrollar funciones en comunidad que
no se revelan al estudiarse de manera individuales por esto que se evalud la interaccién de especies
del género Bacillus mycoides, B. subtilis y Sporosarcina pasteurii con las bacterias solubilizadoras de
fosfato aisladas de un suelo Andisol, identificadas mediante secuenciacién gendmica, usando la
técnica de difusidén en agar con inéculo en forma de punto de la bacteria completa y rectangulo
cruzado, ademas de estimar de manera cuantitativa la solubilizacién de fosfato de las bacterias de

forma individual y en consorcio, en la que se evidencia compatibilidad y sinergia entre estas bacterias.
INTRODUCCION

Una estrategia prometedora para mejorar el crecimiento y rendimiento de muchos cultivos sin causar
un dafo ambiental es el uso de biofertilizantes, entre los grupos funcionales de interés se encuentran
los microorganismos solubilizadores de fosfato, puesto que se encargan de transformar el fosfato
insoluble en fdésforo soluble para la nutricidn de las plantas por diversos mecanismos, evitando asi el
uso desmesurado de fertilizantes, estos microorganismos solubilizan mejor cuando son co inoculados

ya sea con otros solubilizadores o con otros grupos funcionales (Santos Torres , 2020).

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio experimental, donde se evalud la interaccion de los aislados bacterianos con
propiedades calcificantes previamente obtenidos y depositados en la coleccién bioldgica de la CIB
MicroCIB, con la actividad solubilizadora de fésforo de microorganismo aislados de dos suelos

horizonte B de tipo Andisol del oriente antioqueno,proporcionado por la empresa Sobiotech.

Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfato del suelo: se aislaron con el metodo de diluciéon
del suelo y purificacion mediante repiques en el medio modificado de Osorio y Habe, utilizando roca

fosfdrica alcalina y como indicador de acidificacidn azul de bromotimol, las bacterias formadoras de



un halo amarillo fueron consideradas como solubilizadoras de fosfatofésforofosfato , se utilizé como

control positivo el hongo Trichoderma spp.

identificacion y conservacion de los aislados: Las bacterias sospechosas de ser solubilizadoras de
foésforo fueron identificadas con el equipo VITEK system 2, posteriormente a partir de cultivos liquidos
se realizd la extraccién de ADN utilizando el protocolo descrito para bacterias con el kit de Wizard®
HMW, se evalué la calidad del ADN con la relaciéon 260/280 dada por el equipo Nanodrop, y finalmente
se realizd una PCR convencional amplificando el gen 16S.Los aislados se conservaron en BHI con

glicerol a una temperatura de -70°C.

Pruebas de interaccidn: se utilizé la metodologia de difusidn en agar con indculo en forma de punto
de la bacteria completa (Ledn J, 2011).también se evalud la interaccion de los consorcios bacterianos
de cada suelo con ensayos de rectangulo cruzado (Rojas Ruiz, Vazquez Cruz , Sanchez Alonso, &

Sansinenea Royano, 2010),

Evaluacién cuantitativa de la solubilizacion bacteriana de fosfato individual y en consorcio: fue
evaluada la solubilizacién de fosfato usando el método azul de molibdato descrito en el protocolo del

IDEAM (Sanabria Suarez, 2004).

Bioinformatica y andlisis estadistico: se utilizé el programa SPPSS para realizar el analisis estadistico
descriptivo, se evalud normalidad, homogeneidad, se aplicé estadistica no paramétrica, Kruskal Wallis

y correlacién de Pearson.

RESULTADOS

Se aislaron 12 bacterias de los dos suelos, los cuales corresponden a 16.6% de cocos grampositivos,
58.3% de bacilos gramnegativos y 33.3% colonias de bacilos grampositivos, de las cuales fueron

seleccionadas del suelo 1 tres bacterias y del suelo 2 cuatro bacterias.

En cuanto a la evaluacion cuantitativa de la solubilizacidon se observa que la bacteria que presentd
mayor solubilizacién de fésforo fue SB2 del suelo 1 con 0.05mg/L, pero esta bacteria no fue la que

presentd una mayor acidificacién como se observa en la tabla 2.



Tabla 1. Identificacién molecular y bioquimica de los aislados.

CODIFICACION BIOQUIMICA RESULTADO MOLECULAR
SB2 SUELO 1 Oxidasa positivo Ralstonia pickettii
Pirrolidonil arilamidasa positivo
Adonitol positivo
Ureasa positivo
Glucosa positivo
Maltosa negativo
Manosa positivo
Manitol positivo
Citrato positivo
H2S negativo
Trealosa positivo
Sorbitol positivo
SB4 SUELO 2 Xilosa positivo Bacillus wiedmannii
hidrdlisis de la urea negativo
Arginina di hidrolasa positivo
Maltosa positivo
Sorbitol negativo
crecimiento en NaCl al 6.5%, positivo
Resistencia a la optoquina. Positivo

Tabla 2. Solubilizacion de fosfato de manera individual y en consorcios bacterianos, en relacidn con

el pH.
Bacteria pH P soluble mg/L
Media Desviacion Intervalo de Mediana Media Desviacion Intervalo de Mediana
estandar confianza estandar confianza
max min max min
SB1 3,9000 0.1228 4.20 3.59 3.85 0.01 0.01 0.04 -0.01 0.022
SB2 2.93 0.011 2.96 2.90 2.93 -0.01 0.005 0.002 -0.02 -0.01
SB3 7.86 0.026 7.93 7.80 7.88 -0.02 0.03 0.07 -0.12 -0.007
SB4 7.16 0.25 7.80 6.53 7.15 0.120 0.210 0.64 -0.40 0.008
SB1 suelo 1 7.45 0.05 7.59 7.31 7.44 0.003 0.005 0.015 -0.009 0
SB 2 suelo 1 6.61 0.38 7.56 5.66 6.58 0.039 0.032 0.120 -0.04 0.05
SB 3suelo1 7.53 0.22 8.09 6.97 7.45 0.034 0.034 0.119 -0.05 0.031
B. 7.39 0.08 7.60 7.17 7.38 0.008 0.015 0.045 -0.02 0
wiedmannii
mycoides
B. cereus | 7-32 0.04 7.44 7.20 7.34 0 0 0.001 -0.01 0
subtilis

En las pruebas de interaccion se evidencid compatibilidad y sinergia, ya que se frotan por contacto

con las bacterias solubilizadoras.



Discusion. Este es el primer reporte de la bacteria Ralstonia pickettii como solubilizadora de fosfato,
se han reportado otras propiedades para esta bacteria como su crecimiento en ambientes hostiles con
la presencia de metales pesados, mostrando un potencial para la biorremediacién de suelos
contaminados con compuestos organicos téxicos; sin embargo, este género es considerado patégeno
para algunas especies de plantas y como oportunista nosocomial en humanos, ademds se ha
reportado que este género presenta homogeneidad de su genotipo con otros aislados de diferentes

entornos (Huang, Liu, Price, Li, & Wang, 2021).

Por otra parte, al co inocular solubilizadores de fésforo en cultivos in vitro se observa un mayor indice
de vigor y longitud de radicula en cultivos de frijol (Flores Zarate, Bautista Cruz, Aragén Cuevas, &
Martinez Gallegos, 2018), esto se debe a que las bacterias obtienen concentraciones mas altas de
fosforo disponible de una manera mas rdpida cuando producen simultdneamente acidos organicos,
mejorando su rendimiento y productividad como lo evaluaron con bacilos gramnegativos de un suelo
de Boyacd, los cuales solubilizaron un maximo de 96.5 mg/L de fésforo (Rodriguez Gacha & Sanchez
Castro, 2019), a pesar de que en nuestro estudio se encontraron valores de fosfato solubilizados muy
por debajo de estos, son significativos ya que para cultivos como los del café la cantidad requerida de
fosforo soluble es de 0.2 mg/L (Gonzélez Osorio, 2018). En las pruebas de interaccidn realizadas en
este estudio se evidencia compatibilidad y sinergia entre las bacterias, lo cual es un factor muy
importante para que puedan desempefiar correctamente su funcion (Fitriatin, Manurung, Trinurani

Sofyan, & Rochimi Setiawati, 2020).
CONCLUSION

Las bacterias evaluadas interactian de manera sinérgica y potencian su funcidn ecoldgica, a su vez se
requiere de mas estudios para identificar una bacteria no reportada antes, y evaluar que estos
consorcios no generen un dafio a la salud humana y animal por conformarse de especies como B.

cereus y R. pickettii.
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