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ABSTRACT

Because of the constant application of chemical inputs
in Agroecosystem, the cost of crop production and
environmental quality of soil and water have been
affected. Microorganisms carry out most biogeochemical
cycles; therefore, their role is essential for agro ecosystem
balance. One such functional group is the phosphate
solubilizing microorganisms, which are recognized
plant growth promoters. These microbial populations
perform an important activity, since in many soils there
are large reserves of insoluble phosphorus, as a result of
fixing much of the phosphorus fertilizer applied, which
cannot be assimilated by the plant. The phosphate
solubilizing microorganisms use different solubilization
mechanisms such as the production of organic acids,
which solubilize theses insoluble phosphates in the
rhizosphere region. Soluble phosphates are absorbed by
the plant, which enhances their growth and productivity.
By using these phosphate reserves in soils, application
of chemical fertilizers is decreased, on the one hand,
can again be fixed by ions Ca, Al or Fe making them
insoluble and, by the other hand, increase the costs of
crop production. Microbial populations have been widely
studied in different types of ecosystems, both natural
and Agroecosystem. Thanks to its effectiveness, in
laboratory and field studies, the phosphate solubilizing
phenotype is of great interest to microbial ecologists
who have begun to establish the molecular basis of
the trait.

Key words: Organic acids, phosphate solubilizing
microorganisms, plant growth promoting microorganisms,
soils.
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RESUMEN

Debido a la aplicacién constante de insumos quimicos
en los agroecosistemas, el costo de produccion de las
cosechas y la calidad ambiental del suelo y agua se ha
visto afectada. Los microorganismos realizan la mayoria
de los ciclos biogeoquimicos; por tanto, su funcién
es fundamental para mantener el equilibrio de los
agroecosistemas. Uno de esos grupos funcionales son los
microorganismos solubilizadores de fosfato, reconocidos
promotores de crecimiento vegetal. Estas poblaciones
microbianas realizan una actividad importante, ya que
en muchos suclos se encuentran grandes reservas de
fosforo insoluble, resultado de la fijacién de gran parte
de los fertilizantes fosforados aplicados, que no pueden
ser asimilados por la planta. Los microorganismos
solubilizadores de fosfato usan diferentes mecanismos
de solubilizacién, como la produccién de 4cidos orgénicos,
que solubilizan dichos fosfatos insolubles en la zona
rizosférica. Los fosfatos solubles son absorbidos por la
planta, lo cual mejora su crecimiento y productividad.
Al utilizar esas reservas de fosfato presentes en los suelos,
se disminuye la aplicacién de fertilizantes quimicos
que, por una parte, pueden nuevamente ser fijados por
iones Ca, Al o Fe volviéndolos insolubles y, por otra,
incrementan los costos de produccion de las cosechas.
Las poblaciones microbianas han sido ampliamente
estudiadas en diferentes tipos de ecosistemas, tanto
naturales como agroecosistemas. Gracias a su efectividad en
estudios en laboratorio y campo, el fenotipo solubilizador
de fosfato es de gran interés para los ecélogos microbianos
que han empezado a establecer las bases moleculares de

dicho rasgo.

Palabras claves: 4cidos orgdnicos, microorganismos
solubilizadores de fosfato, microorganismos promotores de
crecimiento vegetal, suclos.
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INTRODUCCION

La agricultura intensiva en los trépicos es el resultado
de la escasez de tierras agricolas y la insuficiente pro-
duccién de alimentos para satisfacer las necesidades de
las poblaciones en crecimiento, lo cual ha generado que
grandes 4reas se vean degradadas desde el punto de vista
ambiental (Beare ez 4/., 1997). El uso indiscriminado de
insumos quimicos, incluidos plaguicidas y fertilizantes,
ha generado graves efectos en la calidad ambiental de las
aguas y el suelo; con el objetivo de preservar la calidad
de dichos recursos es necesario implementar practicas
agricolas sostenibles.

La agricultura sostenible es la principal estrategia para
contrarrestar el rdpido declive de la calidad ambiental
por medio del mantenimiento del equilibrio de los eco-
sistemas (Muleta e 4/., 2013). En ese contexto, el uso de
enmiendas microbianas representa una opcion amigable
desde el punto de vista ambiental como alternativa a
la aplicacién de fertilizantes minerales solubles. Dichas
enmiendas se producen a partir de microorganismos
con diferentes capacidades promotoras de crecimiento
vegetal y que en su conjunto reciben el nombre de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal o
PGPM (plant growth promoting microorganisms).

Los PGPM pueden afectar el crecimiento vegetal por
un amplio rango de mecanismos como solubilizacién de
fosfato inorganico, disminucién de los niveles de etileno
en plantas, fijacién de nitrégeno atmosférico, biocontrol
de enfermedades de plantas, y produccién de fitohor-
monas, sideréforos y 4cidos orgdnicos (Datta er al.,
2011). Los microorganismos solubilizadores de fosfato
son un grupo funcional de PGPM que incluyen no sélo
bacterias, sino hongos y actinomicetos con la capacidad
de solubilizar fosfatos minerales que han sido fijados en
los suclos y que no pueden ser utilizados por las plantas
en su nutricién; por ello su rol ecoldgico es esencial.

La presente revisiéon tiene por objetivo realizar una
contextualizacién acerca de la importancia del f6sforo
en el suelo, conocer el papel de los microorganismos
solubilizadores de fosfato en el ciclaje de dicho nutriente,
los principales grupos microbianos con esta capacidad
y sus mecanismos de accién, algunos esbozos de la genética
de la solubilizacién de fosfatos y la recopilacién de
algunas aproximaciones al estudio de estos microorga-
nismos en distintos tipos de suelo en el émbito nacional
e internacional.

El fésforo en los suelos

En los suelos la disponibilidad del fésforo es esencial
para el crecimiento vegetal porque constituye mds de
0,2% del peso seco de la planta (Banerjee ez al., 2010).
Las plantas adquieren el fosfato a partir de la solucién
del suclo en forma inorgdnica en estado soluble como
fosfatos mono y dibésicos, siendo necesario un pH de 6,5
para que el ion ortofosfato en el suelo sea aprovechable
por las plantas, dado que a ese pH la precipitacién de
los fosfatos de aluminio y calcio disminuye (Sylvia ez 4/.,

1995).

El f6sforo, después del nitrégeno, es el elemento mds
critico para la produccion agropecuaria; pero su dispo-
nibilidad es cada vez més limitada debido a la progresiva
insuficiencia de sus fuentes naturales, su relativa escasez
edafica, elevada retencion por parte de la matriz del
suelo, la falta de reposicion natural y su baja movilidad
comparada con la de otros nutrientes (Rubio, 2002).

En general, la movilidad y concentracién del fésforo
en los suelos es muy baja si se compara con la de otros
nutrientes; se presentan coeficientes de difusion del fosfato
en el suelo de 0,3-3,3 x 10"* m*/s y su concentracién
en la solucién del suelo es de 0,02 ppm. Es por esto que
se hace necesaria la aplicacién excesiva de fertilizantes
fosforados a los suelos con el objetivo de suplir la alta
demanda de este nutriente por parte de las plantas; sin
embargo, el exceso de aplicacion de fosfatos incrementa
la pérdida potencial por escorrentia superficial, lo cual
puede acelerar los procesos de eutroficacién en cuerpos
de agua. Ademas, se conoce que cerca de 90% de esos
insumos se precipitan como formas insolubles de fosfato
tricdlcico (Ca,PO,) en suelos alcalinos, y fosfato de hierro
(FePO,) o fosfato de aluminio (AIPO,) en suelos 4cidos
(Achal ez al., 2007; Banerjee ez al., 2010), que no son
utilizables por las plantas lo cual favorece su acumulacion.
Ese fosfato no disponible que esta presente en los suelos
serfa suficiente para mantener la maxima productividad
en las cosechas por cerca de 100 afos (Khan ez 4/.,2007).

Tipos de f6sforo presente en los suelos

En el suelo existen diferentes fuentes de fosforo que pueden
ser categorizadas como fdsforo inorganico y orgdnico.
La distribucién de las diferentes formas de fésforo en
el suelo depende de factores que incluyen tipo de suelo,
pH, tipo de vegetacion, actividad microbiana y entradas
de fertilizantes (Rooney ez al., 2009).
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El fésforo inorganico se encuentra formando parte de
minerales de calcio, hierro y aluminio originados por
mecanismos de precipitacion y pueden liberar f6sforo
muy lentamente por medio de la meteorizaciéon. Los
compuestos de fésforo inorgdnico pueden encontrarse
en forma de sales en solucidn, sales cristalinas o sales
absorbidas por los coloides del suelo (tabla 1); también

Tabla 1. Formas de fosforo inorgdnico presente en suelos

pueden formar enlaces de gran estabilidad con hidréxidos
de hierro, aluminio o manganeso y son menos solubles
que los compuestos de fésforo orgénico (Bobadilla ez 4l.,
2008). El fésforo disponible para las plantas se encuentra
en el suelo en forma de ortofosfatos, que son formas
inorgénicas solubles, encontréndose iones monobasicos
(H,PO,") y dibasicos (HPO,?) (Banerjee ez 4/., 2010).

Tipo de fosfato Denominacion Composicion Caracteristicas

Hidroxiapatita gg%i%)z Muy abundante
Oxiapatita 3Ca,(PO,),CA0 Menos abundante
Fluoroapatita 3Ca,(PO,) Cafe, Muy abundante

Fosfatos de calcio Carbonatoapatita 3Ca,(PO,),CaCo, Menos abundante
Fosfato tricdlcico 3Ca,(PO,), Menor solubilidad
Fosfato dicélcico CaHPO, Mayor solubilidad
Fosfato monocilcico Ca(HPO,), Mayor solubilidad
Livianita Fe,(PO,), 8H0 Poco solubles

Fosfatos de hierro
Estrengita FePO, 2H.,0 Poco solubles

Fosfato de aluminio Variscita AIPO, 2H.0 Poco solubles

Fuente: Bobadilla et al., 2008.

El f6sforo organico estd presente en la materia organica,
que se origina por la degradacién microbiana de restos
de animales y vegetales. En diversos suelos puede
representar cerca de 50% del fésforo total insoluble
(Gyaneshwar et al., 2002; Oliviera et al., 2008). Una
gran porcién del fésforo organico estéd representada por
los fosfatos de inositol y en una menor cantidad por
otros ésteres de fosfato como fosfolipidos presentes en
membranas bioldgicas (Richardson, 2001; Oliviera,
2008).

Los fosfatos de inositol, tales como el inositol hexafosfato,
son los més abundantes y representan cerca de 50%
del fosforo organico total; estos compuestos tienden a

© 2014 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

acumularse en suelos virgenes debido a que se convierten
a formas insolubles como resultado de la formacién
de moléculas complejas con hierro, aluminio y calcio
(Gyaneshwar ez 4l., 2002). Por otra parte, el fésforo
presente en la biomasa de células microbianas representa
una porcién importante de P orgénico presente en los
suelos; se sabe que el micelio de los hongos contiene
entre 0,5% - 1,0% vy las bacterias, entre 1,5% y 2,5% de
fésforo por peso seco. Del fésforo presente en los micro-
organismos, aproximadamente de 30% a 50% estd en
el ARN (Pérez ez al., 2012). Este tipo de fosfato puede
actuar como un indice bioldgico potencial de la dispo-
nibilidad de fésforo en los suelos (Chen ez 4l., 2000;
Guang-Can ez 4l., 2008).
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Ciclaje del fésforo en los suelos

Debido a la baja disponibilidad del nutriente, las plantas
y los microorganismos compiten por las cantidades
limitadas de ese mineral a través de procesos de precipi-
tacién - solubilizacién y absorcién (unién quimica del
fésforo disponible) - desorcién (liberacién del fésforo
adsorbido) (Da Silva y Vahas, 2002). En el ciclo micro-
biano de este mineral se producen transformaciones
de formas inorgdnicas a formas orgdnicas y se da la
conversién de formas inmdviles insolubles a compuestos
solubles méviles. La conversién de fosfatos inorganicos
disponibles para la planta y microorganismos en formas
organicas no disponibles se denomina inmovilizacidn;
el proceso contrario es la mineralizacién, que se define
como la conversién de formas orgénicas a ortofosfatos
(H,PO, o H,PO,); el fésforo orgénico puede ser
mineralizado como subproducto de la mineralizaciéon
de la materia orgénica del suelo o mediante la accién de
enzimas especificas que son reguladas por la demanda de
este nutriente (Picone ez 4l., 2002).

Los dos procesos anteriores pueden ocurrir coincidente-
mente en el suelo, pero en suelos en desarrollo predo-
mina la inmovilizacién que resulta en la acumulaciéon
de compuestos de fésforo organico. Los fertilizantes
fosforados en los suclos pueden ser tomados por las
plantas o incorporados por los microorganismos del suelo;
el ciclo de vida de los organismos del suelo es relativamente
corto, cuando mueren, el fosfato que contienen en su
biomasa es liberado en formas organicas e inorgénicas;
algunos fosfatos orgénicos son relativamente dificiles
de descomponer y tienden a acumularse en condiciones
4cidas.

La accién de los microorganismos solubilizadores
de fosfato es esencial para facilitar la adquisicion del
nutriente por parte de las plantas; cdmo lo hacen,
quiénes lo hacen y qué se conoce el respecto son algunos
delos interrogantes que la presente revisién quiere abordar.

Los microorganismos solubilizadores de fosfato

Algunos microorganismos, especialmente los asociados
con las raices, tienen la habilidad de incrementar el
crecimiento de las plantas y su productividad; estos
son reconocidos como PGPM por sus siglas en inglés
(Plant growth promoting microorganisms) (Rosas ez al.,
2006). Los microorganismos solubilizadores de fosfato
(MSF) constituyen un grupo importante de PGPM,
pues estén involucrados en un amplio rango de procesos

que afectan la transformacion del f6sforo, siendo com-
ponentes integrales del ciclo edifico de este nutriente
(Fankem ez al., 2006).

En ambientes naturales, la rizésfera de diferentes especies
de plantas es afectada por los PGPM, incluidos los
MSEF; estos tltimos microorganismos movilizan fosfato
inorganico insoluble desde la matriz mineral hasta el
suelo donde puede ser absorbido por las raices, y las
plantas les suministran compuestos carbonados que son
metabolizados para el crecimiento microbiano (Pérez ez
al., 2007).

El papel de los MSF en la solubilizacién de fosfatos
inorgdnicos se conocié hacia 1903 (Kucey, 1983) y
desde entonces han sido extensivos los estudios. La
solubilizacién natural de fosfatos es un fenotipo natural
que exhiben muchos microorganismos del suelo. Los
MSF se encuentran en todos los suelos y su nimero
varia de uno a otro (De Freitas et 4/., 1997); en la rizésfera
se ha encontrado una concentracién més alta y eficaz de
MSF en comparacién con los encontrados en el suelo
no rizosférico (Rodriguez et al., 1999; Paul ez al., 1971).
En general, parece existir un efecto rizosférico sobre
dichos organismos (Gémez et al., 2001), debido a que
los exudados radicales y detritus vegetales proporcionan
el sustrato energético para que sea posible la actividad
microbioldgica solubilizadora de fosfato (Valero, 2003).
En esta zona de interaccién se encuentran cepas aerdbicas
y anaerdbicas, con prevalencia de cepas aerdbicas

(Rodriguez ez al., 1999).

Las bacterias son los microorganismos predominantes
que solubilizan fosfato mineral en los suelos si se comparan
con los hongos y los actinomicetos (Kucey, 1983;
Guang- Can ez al., 2008). En el suclo, las bacterias
solubilizadoras de fosfato constituyen de 1% a 50% y
los hongos con dicha actividad de 0,1% a 0,5 % del to-
tal de la poblacion respectiva. En general, las bacterias
solubilizadoras superan en nimero a los hongos de 2 a
150 veces (Banik y Day, 1983; Kucey er al., 1989;
Gyaneshwar ez 4/., 2002). Por otra parte, la mayoria de
los microorganismos solubilizadores pueden solubilizar
complejos de fosfato de calcio y sélo algunos pueden
solubilizar fosfato de aluminio o hierro (Banik y Day,
1983; Gyaneshwar ez al., 2002).

Estos microorganismos del suclo estin implicados en
la liberacién de P desde fuentes inorgénicas por medio
de la solubilizacién y desde fuentes orgénicas a través
de la mineralizacién (Fankem ef 4., 2006). La biomasa
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microbiana en el suelo también contiene una cantidad
significativa de fésforo inmovilizado que es potencial-
mente disponible para las plantas (Oberson ez 4/.,2001).

Algunos microorganismos solubilizadores de fosfato
pueden mostrar otras actividades de promocién de
crecimiento vegetal como produccién de 4cido indol
acético (AIA), 4cido giberélico, citoquininas, etileno,
4cido cianhidrico (HCN), fijacién asimbidtica de nitré-
geno y resistencia a patégenos del suelo; estas caracte-
risticas son necesarias para que un microorganismo sea
considerado un potencial y eficiente bioinsumo (Banerjee
et al., 2010).

Bacterias solubilizadoras de fosfato

A partir del afio 2000, ¢l conocimiento sobre los micro-
organismos solubilizadores de fosfato ha aumentado
significativamente. Dentro de este grupo funcional
se encuentran las bacterias solubilizadoras de fosfato

(BSF) que incluyen algunos géneros de actinomicetos.
Las BSF pueden ser de vida libre en el suelo o establecer
relaciones simbidticas con algunas plantas, son capaces
de adaptarse, colonizar y persistir en la rizdsfera de la
plantay favorecer su crecimiento o desarrollo por medio
de la solubilizacién de fosfato inorgénico de diferentes
compuestos como son el fosfato bicalcico, fosfato tri-
célcico y rocas fosféricas (Patifio, 2010). Existen varios
géneros bacterianos reconocidos como solubilizadores
que pueden evidenciarse en la tabla 2.

Hongos solubilizadores de fosfato

Los hongos son importantes componentes de la biota
del suelo, su abundancia depende de la profundidad del
suelo y de las condiciones nutricionales (Chakraborty
et al., 2010). Una amplia cantidad de hongos del suclo
han sido reportados como solubilizadores de fosfato
insoluble. Los géneros de hongos solubilizadores de
fosfato (HSF) se pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2. Principales géneros bacterianos (BSF) y flngicos (HSF) solubilizadores de fosfato

Géneros de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF)

Géneros de hongos
solubilizadores de fosfato

(HSF)
Achromobacter Erwinia Rahnella Aspergillus
Acinetobacter Flavobacterium Ralstonia Fusarium
Aereobacter Gordonia Rhodobacter Mucor
Agrobacterium Kitasatospora Rhodococcus Paecillomyces
Arthrobacter Klebsiella Serratia Penicillium
Bacillus Mesorhizobium Sinorhizobium Rhizopus
Bradyrhizobium Micrococcus Streptomyces Sclerotium
Burkholderia Mycobacterium Streptosporangium Sytalidium
Chryseobacterium Pantoea Thiobacillus lalaromyces
Delftia Phyllobacterium Yarowia Trichocladium
Enterobacter Pseudomonas

Fuente: Urbanek, 1987; Rodriguez et al, 1999; Rosas et al., 2006; Naik et al., 2008; Chen et al., 2006; Oviedo et al., 2005; Moratto
et al,, 2005; Oliviera et al,, 2008; Patifio, 2010; Paredes et al,, 2010; Chakraborty et al., 2010; Scervino et al., 2010; Coutinho et al.,

2011; Pérez et al,, 2012; Muleta et al,, 2013.
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Mecanismos de solubilizacién de fosfatos

El principal mecanismo microbioldgico por el cual los
compuestos fosfatados son solubilizados es la dismi-
nucién del pH del medio extracelular hasta valores
aproximados a 2,0 que son necesarios para que se pueda
llevar a cabo la solubilizacién (Lara ez /., 2011). Este
fenémeno se origina debido a la liberacién de é4cidos
organicos de bajo peso molecular por parte de los micro-
organismos, cuyas propiedades quelantes favorecen la
formacién de complejos insolubles con metales, con
la consecuente liberacién del fosfato (Ferndndez et 4l.,
2005).

Los 4cidos organicos de bajo peso molecular provienen
del metabolismo de compuestos de alto peso molecular
como carbohidratos, péptidos y lipidos (Baziramakenga
et al., 1995; Paredes et al., 2010). Esos 4cidos son
producidos en el periplasma de muchas bacterias gram
negativas a través de la ruta de oxidacién directa de la
glucosa (DOPG por sus siglas en inglés direct oxidation
pathway of glucose), cuyo papel fisioldgico permanece
desconocido (Pérez et al., 2007). Las enzimas de esta
ruta, la quinoproteina glucosa deshidrogenasa (GDH)
y la gluconato deshidrogenasa (GADH) estdn orientadas
en la cara exterior de la membrana citoplasmética de
tal forma que puedan oxidar sustratos en el espacio
periplismico; consecuentemente, los dcidos orgdnicos
se difunden libremente hacia el exterior de las células

y pueden causar la liberacién de grandes cantidades de
fosforo soluble a partir de fosfatos minerales debido a que
se proporcionan protones y aniones de dcidos orgénicos
que se unen al metal liberando el fosfato (Pérez ez al.,

2007).

En la tabla 3 se pueden observar los distintos tipos de
4cidos orgéanicos implicados en la solubilizaciéon de
fosfato. Se ha reportado al 4cido glucénico como el
agente mds frecuente en la solubilizacién de fosfatos,
el cual es producido por especies de Pseudomonas sp.
(Ulmer y Schinner, 1995) Erwinia herbicola (Liu et al.,
1992), Pseudomonas cepacia (Goldstein er al., 1993) y
Burkbolderia cepacia (Paredes et al., 2010). Otro 4cido
orgénico producido por bacterias solubilizadoras de
fosfato es el acido 2-cetoglucénico sintetizado por
Rhizobium leguminosarum, Rbizobium meliloti (Paredes
et al., 2010) y Bacillus firmus (Banik y Dey, 1983).

Algunas cepas de Bacillus ligueniformis y B.
amyloliquefaciens producen mezclas de dcidos lactico,
isovalérico, isobutirico y acético. También se ha repor-
tado que las bacterias producen 4cido citrico, oxalico,
propidnico, lictico, valérico, succinico y que tales 4cidos
estdn involucrados en la solubilizacién de minerales de
calcio en concentraciones més bajas que el 4cido glucé-
nico. Este estudio apoya la hipdtesis de que la calidad
del 4cido es mds importante que la cantidad (Scervino
et al.,2010).

Tabla 3. Principales dcidos orgdnicos producidos por microorganismos solubilizadores de fosfato

Glucénico Citrico Lactico Acético

2-cetoglucénico Butirico Succinico Glicénico

Oxdlico Malénico Malico Fumarico
Adipico Indolacético Formico

Fuente: Paredes et al., 2010; Pérez et al., 2012.

Sin embargo, segtin Coyne (2000), durante procesos de
oxidacién de compuestos inorgnicos de nitrégeno por
agentes nitrificantes, se libera dcido nitrico y por medio
de la oxidacién de compuestos de azufre por parte de
bacterias del género Thiobacillus se genera acido sulfurico,
el cual reacciona con los fosfatos insolubles causando
igualmente su solubilizacién.

In vitro, en ciertos casos la solubilizacién de fosfatos se
ha encontrado como inducible cuando hay escasez de
P (Goldstein y Liu, 1987; Gyaneshwar ez al., 2002).

Se ha determinado que la limitacién de P resulta en la
induccién de la glucosa deshidrogenasa (GDH), enzima
involucrada en el metabolismo oxidativo de la glucosa,
la cual se cree que conduce el proceso de solubilizaciéon
en bacterias gram negativas (Muleta ez 4/., 2013). Esos
autores reportan que la actividad de la GDH aumenta
cinco veces con la limitacién de P y se correlaciona con
una disminucién del pH del medio de cultivo.

La habilidad solubilizadora de algunas bacterias puede
perderse. Muleta ez al. (2013) al respecto indican que
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la mayoria de los aislamientos gram positivos y algunos
gram negativos pueden perder su capacidad de solu-
bilizar fosfatos tras repetidos subcultivos. Pero esta
situacién no se ha observado en hongos solubilizadores
que en general, exhiben mayor habilidad solubilizadora
tanto en medio liquido como sélido (Banik y Day, 1983;
Kucey, 1983; Gyaneshwar ez 4/., 2002).

La capacidad de solubilizacién también depende de la
naturaleza de la fuente de nitrégeno usada en el medio
de cultivo; se han registrado mayores tasas de solubili-
zacién en presencia de sales de amonio que cuando el
nitrato es usado como fuente de nitrégeno; esto ha sido
atribuido a la extrusién de protones que compensan la
toma de amonio, produciendo un pH extracelular mds
bajo por la acidificacién del medio (Gyaneshwar ez 4l.,
2002; Scervino et al., 2010). Ademds, se ha encontrado
que otros componentes del medio de cultivo también
pueden afectar la solubilizacién como el contenido de
potasio (Gyaneshwar ez 4/., 2002).

En los suelos, la solubilizacion de fosfato por los 4cidos
orgénicos depende del pH y la mineralogia del mismo.
Existen dos mecanismos para que esto ocurra: el
primero es un intercambio del 4cido, por ejemplo, los
H* provenientes del citrato se intercambian por el
f6sforo ligado a la superficie de los cristales del AI(OH),
o Fe(OH),, reduciéndolos y liberando el fésforo (Paredes
et al., 2010). El segundo mecanismo depende de la con-
centracién de los 4cidos orgénicos producidos por los
MSF; la cantidad y el tipo de 4cidos orgénicos liberados
dependen del tipo de microorganismo, el efecto quelante
de estos acidos en la solubilizacion consiste en que a
través de sus grupos hidroxil y carboxil quelan los cationes
unidos al fosfato convirtiéndolo a formas solubles

(Chen ez al., 2006)
Genética de la solubilizacién de fosfatos

Las técnicas en biologfa molecular son una aproximacién
ventajosa para obtener y caracterizar cepas PGPR mejo-
radas; la introduccién de genes sobreexpresados para
la solubilizacién de fosfato en bacterias de la rizdsfera
es una aproximacién muy atractiva para mejorar la
capacidad de los microorganismos como inoculantes.
La insercién de genes de la solubilizacién de fosfatos en
microorganismos que no tienen esa capacidad puede
evitar la mezcla de varias poblaciones de bacterias con
capacidades de promocién de crecimiento vegetal dife-
rentes, cuando se usan como bioinoculantes (Rodriguez
et al., 2006).

© 2014 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

Las bases de la genética de la solubilizaciéon de fosfatos
no estdn bien establecidas, ya que si bien se conoce que
la produccién de 4cidos orgénicos es el principal meca-
nismo para la solubilizacién de fosfatos minerales, se
podria asumir que cualquier gen implicado en la sinte-
sis de 4cidos orgdnicos podria tener algin efecto en
esta caracteristica denominada fenotipo solubilizador
(Rodriguez ez al., 1999). Se ha evidenciado que la habi-
lidad de algunas bacterias gram negativas para disolver
fosfatos de calcio insolubles (fenotipo solubilizador) es
el resultado de la oxidacion peripldsmica de la glucosa a
4cido glucénico por la via de la quinoproteina glucosa
deshidrogenasa (GDH), un componente de la ruta de
oxidacién directa de la glucosa (Babu-Khan ez a/., 1995).

Las enzimas de la ruta de oxidacién directa de la glucosa
estan localizadas en la membrana citoplasmatica; en esta
ruta, la glucosa sufre tres oxidaciones en el espacio peri-
plédsmico, dando como resultado la formacion de 4dcido
glucdnico, 2-cetoglucénico y 2,5 dicetoglucénico, con
la consecuente oxidacién de ese espacio y finalmente del

medio adyacente (Babu-Khan et 4/., 1995).

Las quinoproteinas regulan los procesos bioenergéticos
en bacterias gram negativas (Liu e al, 1992). La
quinoproteina glucosa deshidrogenasa (GDH) controla
una etapa en la ruta metabdlica de la oxidacién de
aldosas que es el principal mecanismo para la utiliza-
cién de aztcares por parte de microorganismos. La
GDH actta en la generaciéon de la fuerza motriz de
protones durante la oxidacién de los aztcares; esta
enzima s6lo acttia en presencia del cofactor PQQ(2,7,9-
tricarboxil-1H-pirrolo[2,3-f ]quinolina-4,5-diona),
que es necesario para la actividad de la quinoproteina
GDH vy es biosintetizado por la enzima PQQ sintasa
(Rodriguez ez al., 2000).

Se conoce poco acerca de la regulacién génica de la
solubilizacién, y por tanto los mecanismos genéticos o
bioquimicos involucrados en la sintesis de la holoenzima
GDH-PQQ; sin embargo, se han realizado varias apro-
ximaciones a su estudio. La primera investigacion que
reporta aproximaciones moleculares al estudio de la
solubilizacion de fosfatos es la de Goldstein y Liu en
1987, quienes clonaron un gen a partir de Erwinia
herbicola involucrado en la solubilizacién de fosfatos
minerales. En esa investigacion se realizé una evaluacion
de recombinantes resistentes a antibidticos pertene-
cientes a una genoteca, en un medio de cultivo que contenia
hidroxiapatita como fuente de fésforo. La expresién de
ese gen permitié la produccién de dcido glucénico vy,
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por tanto, la solubilizacién de fosfatos en E. coli HB101.
El analisis de la secuencia de ese gen sugirié que puede
estar involucrado en la sintesis de la enzima pirroloqui-
nolinaquinona (PQQ sintasa).

Por otra parte, se sabe que Escherichia coli no sintetiza
el cofactor PQQ, pero si sintetiza la apoenzima GHD y
depende de la toma del PQQ del ambiente o del medio
de cultivo para poder solubilizar fosfatos minerales. La
holoenzima GDH puede formarse en E. coli cuando se
introducen los genes funcionales para la biosintesis del
cofactor PQQ; esto lo realizaron Goosen et 4l. (1989),
quienes identificaron y aislaron el gen implicado en la
sintesis de la PQQ sintasa, a partir de Acinetobacter
calcoaceticus; por medio de transformacién bacteriana
lograron que E. coli formara la holoenzima GDH en
ausencia de PQQ exdgeno y adquiriera la capacidad
solubilizadora de fosfatos.

Liu ez al. (1992) aislaron el gen de la PQQ sintasa de
Erwinia herbicola EHO10 y lo introdujeron en E. coli,
que no es un buen solubilizador de fosfatos, con el fin
de estudiar los productos codificantes involucrados en
el fenotipo solubilizador. Estos autores concluyeron que
los genes responsables del fenotipo solubilizador y los
genes que controlan la produccién de dcido organico y
su secrecién pueden estar intimamente relacionados.

En estudios realizados por Babu-Khan ez a/. (1995)
se encontr6 un gen implicado en la solubilizacién de
fosfatos denominado gabY, cuya secuencia completa
ha sido reportada. Teniendo la secuencia del gen, se
pueden deducir los aminodcidos que conforman la
proteina GabY (con masa molecular de 14235 KDa),
que es transmembranal con dominios peripldsmicos y
citoplasmdticos que hace parte de un sistema permeasa.
Dicho gen puede desempefiar un papel alternativo en
la expresion y regulacion de la ruta de la oxidacién di-
recta de la glucosa en P, cepacia actuando como un gen
funcional de esta actividad iz vivo (Rodriguez et al.,
1999). Como la expresion de este gen permite la induc-
ci6én del fenotipo solubilizador, Rodriguez ez 4/. (1999)
construyeron un plismido que contenia el gen funcional
para la solubilizacién de fosfatos a partir de la cepa
P cepacia E-37,ylo expresaron en cepas de E. coli JM109
o HB101 lo que resulté en la disolucién de hidroxiapatita
y la produccién de 4cido gluconico.

Rodriguez ez al. (2000) transfirieron, por medio del
vector de clonacién pMCG898, un gen implicado en la
sintesis de PQQ sintasa presente en E. herbicola a una

cepa de E. coli MC1061, la cual por conjugacién trans-
firié el gen en cepas de Burkholderia cepacia 1S16 y a
una cepa de Pseudomonas sp. La expresién de ese rasgo
adquirido por las cepas receptoras se evidenci6 con el
aumento en la habilidad de solubilizar fosfatos, ya que
formaron halos grandes de solubilizacién en medio de
cultivo con fosfato insoluble, gracias a la transferencia

del gen.

En estudios mds recientes se realizé una integracion
gendmica del gen pec de Syrechococcus PCC7942
en Pseudomonas fluorescens 7942, lo cual permitié la
solubilizacién de fosfatos en la cepa receptora; sin
embargo, la expresién del fenotipo solubilizador en
diferentes huéspedes podria estar determinada por las
caracteristicas genéticas de la cepa receptora, el nimero

de copias del plasmido y las interacciones metabélicas
(Rodriguez ez al., 2006).

Aunque existen esfuerzos para entender la solubilizacién
de P a escala molecular, el mecanismo utilizado por
diferentes bacterias solubilizadoras de fosfato perma-
nece en gran medida sin identificar (Babu-Khan ez 4/,
1995; Muleta ez al., 2013). A pesar de las ventajas que
puede traer la modificacion genética de microorganismos,
su liberacién al ambiente es controversial, algunas
naciones lo fomentan, mientras otras prohiben el uso
de esa tecnologia y exigen etiquetar los productos que
contienen ingredientes modificados genéticamente;
sin embargo, estudios han mostrado que siguiendo las
regulaciones apropiadas, los microorganismos modifi-
cados genéticamente pueden ser usados sin riesgo en la
agricultura (Rodriguez ez al., 2006).

Algunas aproximaciones al estudio de los micro-
organismos solubilizadores de fosfato

Uno de los primeros estudios en torno a la solubilizacion
de fosfatos fue el reportado por Pikovskaia en 1948,
quien reportd bacterias productoras de 4cido l4ctico
que permiten la solubilizacién de fosfatos en cultivos
in vitro, y estandarizé el primer medio de cultivo para
el aislamiento de solubilizadores de fosfato, el cual lleva
su nombre. Como resultado de estos trabajos, se gener6
el primer biofertilizante a base de este tipo de micro-
organismos denominado fosfobacterina (Cooper, 1959;
Menkina, 1963). En 1982, Banik y Dey evaluaron la
disponibilidad de fosfato en suelos aluviales después de
la inoculacién de algunos microorganismos solubiliza-
dores de fosfato, y encontraron algunos microorganismos
promisorios: dos cepas de hongos con capacidad
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solubilizadora Aspergillus candidus y A. fumigatus, una
cepa bacteriana Bacillus firmus y un actinomiceto del
género Streptomyces sp.; estos autores concluyeron que el
uso de enmiendas orgénicas mas la adicién de bacterias
solubilizadoras de fosfato favorece la disponibilidad de
fosforo en suelos aluviales.

Posteriormente, se desarrollé un producto comercial de
tipo fosférico obtenido por la fusion de roca fosforica
con azufre elemental y activado con la inoculacién de
bacterias del género Thiobacillus (Urbanck, 1987). En
1997, Herrera report6 40 cepas con capacidad solubili-
zadora, entre las que se destacan los géneros bacterianos
de Bacillus, Pseudomonas y Arthrobacter, 12 cepas de
hongos y 5 actinomicetos; dichas cepas son la base para
la formulacién de un nuevo producto denominado
fosforina, que incrementa la produccién de algunos
cultivos entre 5% y 25% y reduce aplicaciéon de fertili-
zantes fosforados entre 50% y 100%.

Se destacan investigaciones a escala mundial en torno
a microorganismos solubilizadores de fosfato aislados
en distintos tipos de suclo. Chung ez /. (2005), a partir
de muestras rizosféricas de varios cultivos incluyendo
arroz, aislaron e identificaron grupos bacterianos que
solubilizan fosfatos activamente iz vitro, y lograron
identificar aislados pertenecientes a los géneros
Enterobacter, Pantoea y Klebsiella. Chen et al. (2006)
aislaron bacterias solubilizadoras de suelos subtropicales
y evaluaron su habilidad para solubilizar fosfato tricdlcico
encontrando aislados pertenecientes a los géneros Bacillus,
Rhodococcus, Arthrobacter, Serratia, Chryseobacterium,
Delftia, Gordonia'y Phyllobacterium; ademés reportaron
por primera vez cuatro aislados Arthrobacter ureafaciens,
Phyllobacterium myrsinacearum, Rhodococcus erythropolisy
Delftia sp., como bacterias solubilizadoras de fosfato.

Segin Banerjee ez al. (2010), los microorganismos
solubilizadores de fosfato han sido aislados de suelos
rizosféricos de varias plantas de interés agricola como
arroz (Chaiharn y Lumyong, 2009), trigo (Ahmad ez 4/.,
2008), soya (Son ¢t al., 2006) mostaza (Chandra ez 4/.,
2007), berenjena y chili (Ponmurugan y Gopi, 2006).
Scervino ¢t al. (2010) evaluaron la capacidad de solubi-
lizacién de varias fuentes de P por parte de aislamientos
fungicos aislados de la rizésfera de varios cultivos, que
tienen la capacidad de ser agentes biocontroladores
contra hongos patdgenos como Sclerotinia sclerotiorum,
y encontraron que cada aislado muestra diferentes
patrones de produccion de 4cidos orgdnicos, involucrados
en la solubilizacién de sales de fosfato.

© 2014 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

Xiao er al. (2011) estudiaron tres cepas de hongos
aisladas de la rizésfera de trigo en una granja en Hubei,
China, identificadas como Aspergillus niger, Aspergillus
Japonicus y Penicillium simplicissimum, y encontraron
diferentes capacidades de solubilizacién de fosfato en
condiciones de estrés por temperatura, pH, alta salinidad
y desecacién. Coutinho ez al. (2011) estudiaron hongos
solubilizadores de fosfato aislados de la rizésfera de
melén (Cucumis melo L. cv. gold mine) en el Valle de
San Francisco en Brasil, y encontraron 52 aislados con
la capacidad de solubilizar fosfato pertenecientes a los
6rdenes Aphyllophorales y a los géneros Aspergillus,
Penicillium y Rhizopus.

En 2012, Prashar y sus colaboradores estudiaron la
diversidad estructural y funcional de rizobacterias
asociadas al cultivo de millo perlado (Panicum glancum)
en una zona semiarida en el distrito de Faridabad,
Haryana en India. En el mismo afio, Muleta y sus
colaboradores estudiaron rizobacterias solubilizadoras
de fosfato asociadas a plantas de café (Coffea arabica) en
bosques del suroeste de Etiopia.

En Suramérica sobresalen investigaciones como las
realizadas por Gémez ez al. (2001), quienes determinaron
la capacidad y eficiencia solubilizadora de Ca,PO, y
la roca fosférica por parte de los hongos aislados de la
rizdsfera del mani (Arachis hypogae L.) para establecer
la posibilidad de su empleo como inéculo en suelos
4cidos enmendados con fuentes insolubles de fésforo.
De un total de trece organismos, sélo cinco presentaron
la capacidad para solubilizar estas fuentes insolubles de
fésforo. Los hongos con esta habilidad, pertenecieron
en su totalidad a los géneros Penicillium y Aspergillus.
La mayor capacidad solubilizadora de la fosforita
correspondié a P brevicompactum, P chrysogenum,
Penicillium sp., y A. niger.

Barroso y Nahas (2005) estudiaron suelos brasileros con
bajo contenido de fésforo y ricos en éxidos de aluminio
y hierro, evaluaron bosques, suclos agricolas y la habilidad
de hongos del suelo de solubilizar fosfatos de hierro
y aluminio. Se aislaron 481 hongos, de los cuales 33
mostraron habilidad de solubilizar fosfatos inorgénicos
y de esos, 14 fueron considerados como sobresalientes,
pues solubilizaron mas de 1000 ugPO,/mL. También en
2005, Fernéndez y sus colaboradores estudiaron la habi-
lidad solubilizadora de aislados que provienen de suelos
soyeros argentinos incluyendo cepas de Bradyrhizobium sp.
En ese estudio se encontraron 14 aislamientos solubili-
zadores (10 de la microflora y 4 de Bradyrhizobium sp.)
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y concluyeron que existen aislamientos de bacterias del
suelo con diferente capacidad solubilizadora de f6sforo
inorganico y que las cepas de Bradyrhizobium sp. muestran
capacidades de solubilizacién comparables a las de otros
géneros bacterianos.

Pérez et al. (2007) encontraron 130 aislados bacterianos
con capacidad solubilizadora en suelos del oriente de
Venezuela, que pertenecen a los géneros Burkholderia,
Servatia, Ralstonia y Pantoea, provenientes de suclos dcidos
y ricos en hierro. Jorquera ez al., (2008) estudiaron
fosfobacterias (bacterias que mineralizan fitato y bacterias
que solubilizan fosfato) en suclos volcdnicos chilenos;
estos organismos fueron aislados de la rizésfera de
raigrés, trébol blanco, trigo, avena y lupino amarillo. Se
seleccionaron seis fosfobacterias que pertenecen a los
géneros Pseudomonas, Enterobactery Pantoea.

Oliviera et al. (2008) aislaron, seleccionaron y evaluaron
la actividad solubilizadora de microorganismos en rizds-
fera de maiz en suelos brasileros, con el fin de encontrar
potenciales bioinoculantes; se seleccionaron los 45
mejores aislamientos que fueron identificados basandose
en la secuencia de nucledtidos del 16S rDNA para
bacterias y actinomicetos y en el ITS (espaciador
interno transcrito) rDNA para los hongos. Se identi-
ficaron los géneros Bacillus y Burkholderia sp., como
mejores bacterias; Kitasatospora, como nuevo género
de actinomicetos solubilizadores de fosfato, y Aspergillus
terrens como mejor hongo solubilizador.

En Colombia se han desarrollado estudios sobre la
capacidad de solubilizacién de microorganismos rizos-
féricos asociados con distintos tipos de ecosistemas,
tanto naturales como agroecosistemas (Vera ez a/., 2002;
Moratto et al.; 2005, Torres et al., 2006; Beltran, 2009)
que incluyen diferentes cultivos comerciales como arazd,
cebolla, papa y arroz.

En estudios como el realizado por Beltrdn (2009) se
realiz6 una aproximacién para conocer el efecto del
sistema de produccién del cultivo del arroz (secano ¢
inundado) sobre la poblacién microbiana y la actividad
enzimdtica asociada al metabolismo edifico del fésforo
en suclos del Meta. En su trabajo se realizaron los
recuentos del grupo funcional y la caracterizacién de los
microorganismos solubilizadores de fosfato de calcio
aluminio y hierro; y encontré actividades sobresalientes
de solubilizacién de fosfatos por parte de aislados
fangicos delos géneros Penicillum sp., Mucor sp., y como
género bacteriano destacado a Micrococcus sp.

Pérez er al. (2012) aislaron especies de hongos
solubilizadores de fosfatos endéfitos y asociados a la
rizosfera de pasto colosoana pertenccientes a fincas
ganaderas del municipio de Sincé, Sucre, ¢ identificaron
53 especies de hongos en suclo y 43 en raices, de los
cuales se encontraron 3 y 6 especies solubilizadoras de
fosfatos respectivamente. En ese estudio, Penicillium
sp. y Aspergillus niger fueron las especies solubilizadoras
de fosfatos més predominantes y Paecilomyces sp., la
de menor presencia.

En cuanto a investigaciones de campo, Pandey ez al.
(2006) han demostrado el potencial biotecnolégico
de la aplicacién de microorganismos nativos en la
promocién de crecimiento vegetal. La inoculacién de
suelos o semillas con microorganismos solubilizadores
de fosfato ha sido ampliamente utilizada para mejorar
el crecimiento y la produccién de las cosechas (Banerjee
et al., 2010). Por otra parte, Guang-Can ez a/l. (2008)
reportaron una correlacién positiva entre el numero
de bacterias solubilizadoras de fosfato en la rizdsfera y
la toma de fosfato y rendimiento de grano en varios
cultivos agricolas.

En el norte de Bengala en la India, Chakraborty ez
al. (2010) evaluaron la capacidad de promover el
crecimiento vegetal en plédntulas de soya por parte de
algunos hongos solubilizadores de fosfato aislados de
suelos agricolas, bosques y cuencas de rios, y encontraron
que todos los aislamientos promovieron el crecimiento;
el més efectivo fue la cepa 4. niger RSP-14. En dicho
estudio el contenido de fésforo en el suclo disminuyé
debido a la actividad de esos microorganismos mientras
que la concentracién de fésforo en las raices mostr6 un
incremento significativo.

En varios casos la utilizacidn de biofertilizantes ha sido
exitosa y se han podido emplear como alternativa a la
fertilizacién tradicional. Segin lo reportado por
Wakelin ez al. (2004) en un estudio realizado en
Australia, la utilizaciéon de inoculantes a base de
Penicillium bilaiae y Penicillium radicum ha mostrado
efectos benéficos en los cultivos. En Canadid, un
biofertilizante a base del hongo Penicillium bilaiae que
se registré en 1990 para ser utilizado en trigo, fue inicial-
mente probado en unas pocas hectdreas con buenos
resultados y en 2002, aproximadamente un millén de
hectareas sembradas con los principales cultivos de
Canad4 utilizaban ese biofertilizante (Patifio, 2010).

Finalmente, en Colombia se comercializa un bioinsumo

producto de la investigacién que se realiza sobre
microorganismos solubilizadores de fosfatos en el
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Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia sede Bogota, cuyo ingrediente activo es
Penicillium janthinellum; este producto estd dirigido
especialmente al cultivo del arroz, y produce incrementos
del rendimiento entre 5% y 38% con respecto a cultivos
no inoculados (Moreno ez 4l., 2007).

CONCLUSIONES

El incremento de la contaminacién ambiental especifi-
camente de suelos se debe, en gran medida, a la
aplicacion de fertilizantes sintéticos, que si bien se utilizan
para incrementar el rendimiento de cosechas en suelos
con deficiencias nutricionales, su presencia tiene efectos
residuales como la acumulacién de metales pesados y la
eutroficacion de los cuerpos de agua que son fenémenos
que pueden perjudicar la salud de los organismos vivos
asociados.
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