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Resumen

El fésforo es uno de los macronutrientes para el crecimiento de cultivos vegetales, su baja disponibilidad en los suelos
merma el crecimiento y el rendimiento de los cultivos de café, si bien, el uso de fertilizantes fosforados suple el problema a
corto plazo, a largo plazo aumentan los costos de produccién y tienen un impacto significativo en el ambiente. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar y seleccionar microorganismos con capacidad de solubilizar fosfato de la rizosfera
en plantaciones de café (Rioja) a fin de obtener un banco de microorganismos con potencial de fertilizante biolégico. Se
llevé a cabo un proceso de cribado de los aislados bacterianos, 15 bacterias codificadas de la rizosfera de cultivos de
Coffea americana, en los medios SMRS1, NBRIP y Pikovskaya para evaluar pruebas semicuantitativas de solubilizacion
de fosfatos, teniendo como componente principal fosfato tricalcico y fosfato monocalcico, obteniendo valores de indice de
Solubilizacion (IS) entre 0.1 hasta valores de 1.33. Posteriormente se realizé una medicion cuantitativa utilizando kit de
deteccion de ortofosfatos, obteniendo valores de hasta 2.867 mg/L.
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Abstract

Phosphorus is one of the macronutrients for the growth of vegetable crops, its low availability in the soil reduces the growth
and yield of coffee crops, although the use of phosphorus fertilizers supplies the problem in the short term, in the long
term they increase production costs and have a significant impact on the environment. The objective of this study was to
evaluate and select microorganisms capable of solubilizing phosphate from the rhizosphere in coffee plantations (Rioja)
to obtain a bank of microorganisms with biological fertilizer potential. A screening process of bacterial isolates, 15 codified
bacteria from the rhizosphere of Coffea americana cultures, was carried out in SMRS1, NBRIP and Pikovskaya media to
evaluate semi-quantitative tests of phosphate solubilization, having as main component tricalcium phosphate and phos-
phate monocalcium, obtaining values of Solubilization Index (IS) between 0.1 to values of 1.33. Subsequently, a quantita-
tive measurement was made using an orthophosphate detection kit, obtaining values of up to 2,867 mg/L.
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. INTRODUCCION

El crecimiento vertiginoso de las poblaciones demanda
cada vez mds la produccién de mayores volimenes de
alimentos y estos a su vez incrementan la demanda de
fertilizantes para las tierras de cultivo. Lamentablemente
la crisis internacional que afronta el mundo, sumado a
esto los conflictos bélicos entre paises ha desencadenado
un incremento en el costo de los fertilizantes sintéticos y
su consecuente escasez en los mercados internacionales.

En el Perti, como en muchos otros paises, la agricultura
es dependiente del suministro de fertilizantes sintéticos,
cuya escasez y altos costos ha impactado en la agricultu-
ray por consiguiente la produccién de alimentos. Esta
situacién nos hace reflexionar respecto a la dependencia
de los abonos sintéticos y ha impulsado la busqueda de
alternativas innovadoras para la fertilizacién de los sue-
los. Por otro lado, el uso y abuso de los fertilizantes sin-
téticos conlleva a una serie de desventajas en la estruc-
tura y fisiologia de los suelos, afectdndose de esta forma
la calidad del suelo. Por lo expuesto, la sostenibilidad de
las tierras agricolas enfrenta crecientes dificultades para
producir los requerimientos de alimentos y fibras nece-
sarios para la creciente poblacién mundial, especialmen-
te a los paises en vias de desarrollo 2.

Los principales problemas concernientes a la degrada-
cién de suelos son la erosién, la compactacién y la pér-
dida de fertilidad por un desmedido uso de agroquimi-
cos, ademds del inadecuado manejo de los suelos el cual
también podria conllevar a producir efectos indirectos,
como los riesgos crecientes de inundaciones, sedimenta-
ciones, deslizamientos de tierra, etc., con caracteristicas
que pueden llegar a ser muy preocupantes asi como dis-
minucién de la biodiversidad, deterioro de la suplencia
de agua en cantidad y calidad, y efectos en el cambio
climdtico global y sus consecuencias’

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Ali-
mentacién (FAO) dentro del programa “La agricultura
sostenible” sustenta una eficaz estrategia para contrarres-
tar el progresivo deterioro de nuestro ecosistema * es
en ese contexto es que el rol de los microorganismos
biofertilizantes cobra importancia como una novedosa
alternativa a la fertilizacién quimica que ademds permite
un aprovechamiento eficiente de los minerales incorpo-

rados a los suelos, bajo la forma de abono.

Esta situacién ha motivado la investigacién cientifica de
nuevas o complementarias alternativas biotecnolégicas
para la fertilizacion de los suelos, lo que ha permitido
el descubrimiento de microorganismos que tienen la
capacidad de solubilizar diversos minerales haciéndolos
disponibles a las plantas. Considerando que el fésforo es
un elemento fundamental en el desarrollo de las plantas,
su aprovisionamiento y disponibilidad es clave en el ma-
nejo de la fertilidad de los suelos. No todos los microor-
ganismos tienen la capacidad de solubilizar los fosfatos
inmovilizados en los suelos en el transcurso del tiempo;
por lo que es necesaria la seleccién de microorganismos
nativos con mejores capacidades solubilizadoras de fos-
fato, para que, luego de incrementar sus poblaciones
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significativamente, se puedan incorporar a ecosistemas
donde no hay disponibilidad de fésforo. Para lograr tal
fin es necesario conocer las condiciones requeridas en el
proceso de propagacién masiva.’

a presente investigacién estuvo enmarcada en la bus-
L t t t d lab
queda de bacterias nativas de la rizésfera de plantaciones
de café para seleccionar al mejor microorganismo solu-
bilizador de fosfatos y catalogarlo en el grupo de mi-
croorganismos promotores de crecimiento vegetal, para
posteriormente evaluar su potencial de uso como parte

el consorcio microbiano promotor de crecimiento ve-
del b tor d t
getal del café en cultivos de Rioja Pert.

Il. MATERIALES Y METODOS

a. Aislamiento de microorganismos solubilizadores
de fosfatos

Muestreo

Las muestras de suelo fueron colectadas en la region de
Rioja, provincia del departamento de San Martin, para
una efectiva colecta se segmenté el drea muestreada (1
hectdrea) en 20 submuestras siguiendo un patrén de
zig- zag, se tomé 100 g de suelo rizosférico (drea super-
ficial del suelo y a 40 cm de profundidad) por cada sub
muestra®. Las muestras fueron colectadas con la ayuda
de espdtulas y bolsas estériles siendo almacenadas entre
2-5°C para su traslado al laboratorio y su posterior pro-
cesamiento en el laboratorio de Bioprocesos Industriales

de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Pre-enriquecimiento

El suelo muestreado se tamizé a través de mallas de 200
micras con el fin de evitar los residuos innecesarios. Pos-
teriormente, se pesaron 10 g de rizdsfera de cada mues-
tra tamizada, las cuales se homogeneizaron en frascos
de Erlenmeyer conteniendo 90 ml de agua peptonada
0.1% y se adicionaron 5 g de fosfato tricdlcico, incuban-
do a 30°C en agitacién en shaker a 150 rpm por 72 h.”’

Aislamiento y conservacién

A partir de las muestras pre-enriquecidas, se realizaron
diluciones seriadas desde 10" a 107 en tubos de ensayo
con 9 ml de solucién salina 0.85%, homogeneizando
con un vortex. Se sembraron 100 pl de las dltimas dilu-
ciones (-4, -5, -6 y -7) mediante diseminacién en placas

con agar SMRS y se incubaron a 30°C por 24 -48h.

Se seleccionaron todas las colonias bacterianas que pre-
sentaron un halo de color amarillo como presuntivas
solubilizadoras de fosfato. Estas colonias bacterianas se
purificaron por la técnica de agotamiento en placas con
agar nutritivo, luego se incubaron a 30°C durante 48 h,
con el objetivo de obtener cepas puras y poder conser-
varlas en el cepario. ?

b. Evaluacién semi cuantitativa de la actividad de so-
lubilizaciéon de fosfatos

Pruebas semicuantitativas en medio sélido

Para las pruebas semicuantitativas de solubilizacion de
fosfato se inicié con la reactivacién de las cepas en caldo
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tripticasa de soja por 18 - 24 h a fin de tener células via-
bles en plena fase exponencial o inicio de la estacionaria.
Luego, se procedi6 a su inoculacién en 10pl del caldo
en una placa con agar SMRS, cada inoculo por tripli-
cado, por un periodo de 72 h hasta evidenciar un halo
de color amarillo debido al viraje por acidez del medio,
de igual manera se procedié para los medios NBRIP
y PIKOVSKAYA ", con la diferencia de un periodo de
incubacién mayor (16 y 14 dias respectivamente) y un
halo de solubilizacién translucido en ambos medios. Las
placas de agar inoculadas se dejaron secar a temperatura
ambiente por 15 minutos sin invertir; posteriormente
se llevaron a incubar a 30°C hasta la aparicién de los
respectivos halos de solubilizacién de fosfatos alrededor
de las colonias, este halo se midi6 para cada colonia con
un criterio de seleccién segtin el indice de solubilizaciéon

(IS) 11,13

/s — (Diametro de la colonia + halo)

Diametro de la colonia

Siendo:

D: didmetro de la colonia + halo

d: didmetro de la colonia

Cuantificacién de ortofosfatos en medio liquido

Se reactivé la cepa en medio tripticasa de soja 18-24 h a
30°C, se inocul6 en medio liquido de Pikovskaya, incu-
bando a 30°C en agitacién constante a 150 rpm por 14
dias, finalizado el tiempo se realizé la lectura con un Test
de cuantificacién directa de Orthophosphate HACH
model PO-19, evidenciando la lectura positiva con un
viraje a color azul, la intensidad es dependiente de la
concentracién de ortofosfatos en el medio.

lll. RESULTADOS

Se evidencié aislamiento en el medio SMSR, obteniéndo-
se 85 colonias bacterianas, de las cuales se seleccionaron

36 colonias (42%), que se caracterizaron por presentar
halos amarillos, debido al cambio de pH del medio por
la solubilizacién de fosfato. Durante los siguientes pasajes
las 36 cepas permanecieron viables y se les realizé la des-
cripcién de caracteristicas macroscopicas.

Se compard los didmetros de solubilizacién y de las 36,
se seleccionaron 15 bacterias que presentaron medidas
de halo con mayor diferencia significativa. Las 15 bacte-
rias seleccionadas se evaluaron en su totalidad en medio
SMRS, la lectura se realizé a las 72 h. Los indices de
solubilizacién de fosfatos (IS) de las bacterias obtuvie-
ron un rango entre 3.48 a 7.74. Siendo la cepa AC31 la
que obtuvo el indice de solubilizacién mads alto (7.74),
en comparacion a la cepa WC3C que obtuvo el indice
de solubilizacién mds bajo (3.48) dentro de los ensayos.
Los resultados estadisticos muestran una diferencia sig-
nificativa entre los indices de solubilizacion respecto a
la prueba de Tukey con un a=0.05 (figura 1 y tabla 1)

Finalmente, se evaluaron las cepas en medio Pikovskaya
liquido registrando su lectura a los 16 dias de la siembra,
los resultados muestran las concentraciones de ortofos-
fatos en mg/L (figura 2), se observa los promedios de las

mediciones por triplicado con el test de orthophosphate
HACH 224800 (PO-19)

IV. DISCUSION

Las bacterias solubilizadoras de fosfato juegan un rol im-
portante en la composicién y mineralizacién del suelo,
conservando la materia utilizable y disponible para las
plantas. En el presente trabajo se aislaron 15 microor-
ganismos con resultados que superan a los encontrados
por Llanos (2017) * quien obtuvo solo 5 bacterias del
total de aisladas como solubilizadoras de fosfatos, po-
niendo en evidencia la eficiencia de aislamiento en estos
suelos de cafetaleros con respecto a otros suelos agrico-
las, uno de los aspectos mds influyentes es la concentra-
cién de fésforo en el suelo o el lugar de muestreo. Llanos

Figura 1. Solubilizacién de fosfato tricalcico en medio SMRS, se observa la produccion de halos a los 3 dias. (A)
Halo de NCE3A (B) Halo de WH'B.

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)

13



Soto & Alcarraz

Tabla 1. indices de solubilizacién de fosfato en medios MSRS, NBRIP y Pikovskaya de 15 cepas.

CEPAS MSRS (3 dias) NBRIP (16 dias) PKV (14 dias)
Wwe3c 348+062@ 1.68+0.04 © 0.57+0.18 ©
WHB 7.00+022 © 174006 © 0.60 +0.04 ®
AC35 591+02 © 13£010 © 0.39+0.06 ©
AC2C 6.04+0.31 © 0.17 £0.04 © 0.56+0.41 ©
AC31 774+013 © 0.31+0.02 © 043021 @
AC1B 548+0.36 © ND 048+025 ©

AC2 508+02 © 0.26 +0.03 © 0.67+0.11 ™
NC1D 559+0.19 © ND ND

NC3A 585+0.28 © 0.31+0.06 © 0.56 +0.06 ©
TC2B 695403 © 02+003 © 0.57 +0.08 ©
TC2D 577+0.26 © 0.17 £0.06 © 045+01 ©
TC3B 592+ 064 © 0.32+0.06 ©0 059+0.13 ©

TC26A 527 +0.69 © 0.25+0.03 © 075+0.13 ®
TC3F 6.74£0.7 ©0 0.48£0.05 © 07701 ®
TC3A 582+0.32 © 0.48+0.06 © ND

Las letras a, b, c, d, e, f, g, h, i denotan agrupaciones seguin Tukey al p<0.05 significativamente iguales. Los promedios se muestran con el limite de confianza

al 95%.
ND: No determinado
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Figura 2. Concentraciones de ortofosfato (mg/L) cuantificado en medio liquido conteniendo fosfato tricalcico.

4y Bobadilla ™ en sus andlisis concluyeron una mayor
concentracion de Fésforo (ppm) en suelos amazdnicos
(San Martin, region selva).

La comparacién de los indices de solubilizacién y la di-
ferencia significativa que existen entre los diferentes mi-
croorganismos bacterianos codificados presentados en la
tabla 1 corresponden a microorganismos solubilizadores
de fosfato, que mostraron un mejor indice en el medio
SMSR con respecto de los otros medios; sin embargo, el
medio SMRS no indica precisamente la solubilizacién
de fosfatos, pues la acidez generada por el metabolismo
microbiano hace virar el indicador a un color amarillo,
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a diferencia de los otros dos medios que son mds espe-
cificos para la determinacién de esta capacidad. Basado
en estos resultados fue posible determinar el IS donde
los microorganismos mostraron un mayor valor equiva-
lente en sus respectivos medios sélidos empleados. Los
resultados del IS obtenidos por las quince cepas selec-
cionadas tienen un valor similar en comparacién con la
mayoria de las cepas aisladas por Muleta ez al., (2012),
donde obtuvo valores de hasta 5,82 a los 7 dias de in-
cubacidn, en otros estudios se obtuvieron IS de hasta 5.

La cepa WH’B fue la mejor cepa nativa solubilizado-
ra de fosfatos, mostrando esta virtud en los tres medios

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)
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ensayados, lo cual indica una gran versatilidad y flexibi-
lidad metabdlica de este microorganismo, caracteristica
muy Gtil para su adecuacién a medios de cultivo indus-
triales con fines de produccién masiva. La segunda cepa
a recomendar como posible biofertilizante serfa la TC3F
de acuerdo a lo evidenciado en el medio especifico Pi-
kovskaya.

V. CONCLUSIONES

Los suelos cafetaleros de la regién Rioja presentaron
microorganismos rizosféricos con capacidad de solubi-
lizacién de fosfatos, donde la mejor cepa nativa solubi-
lizadora de fosfato corresponde a WH’B con un indi-
ce de solubilizacién de 7.0, 0.60 y 1.70 en los medios
SMRS1, Pikovskaya y NBRIP respectivamente.

La cepa WH’B es una bacteria promotora de crecimien-
to vegetal con una interesante versatilidad metabdlica,
lo cual le confiere un gran potencial para ser usada como
biofertilizante en suelos cafetaleros de la region Rioja.
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